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El aumento de la resistencia de los patógenos a los antibióticos y las pocas opciones terapéuticas 
existentes para tratar las infecciones, ha llevado a que la Organización Mundial de la Salud (OMS) 
considere de carácter prioritario el desarrollo de nuevos fármacos antibacterianos eficaces y 
seguros. En la búsqueda de los nuevos antibacterianos, los péptidos antimicrobianos (PAMs) como 
la Lactoferricina bovina (LfcinB) y la Buforina (Buf) surgen como una alternativa, por sus destacadas 
propiedades antimicrobianas particularmente contra bacterias.  
Esta investigación se fundamenta en el desarrollo y obtención de potenciales fármacos 
antibacterianos mediante la mejora de PAMs existentes a través de la modificación de sus 
estructuras para obtener moléculas con mayor actividad. Esto se logró mediante la estrategia 
denominada funcionalización o conjugación, que consiste en la unión de los PAMs con otras 
moléculas de diferente naturaleza química con propiedades antibacterianas. 
Para esto, se diseñaron y sintetizaron mediante la síntesis de péptidos en fase sólida y la estrategia 
Fmoc/tBu (SPPS-Fmoc/tBu), péptidos que incluyen las secuencias: RLLR, RLLRRLLR, RRWQWR y 
RWQWRWQWR, que posteriormente fueron funcionalizadas con diversas moléculas orgánicas no 
peptídicas como (i) Aminoácidos no naturales: Ácido 6-aminohexanoico, (ii) Compuestos 
Organometálicos: Ferroceno (Fc) y Organotin IV (OrgSn), (iii) Fitoquímicos: juglona (Jug), (iv) 
Antioxidantes: ácido Caféico (Caf) y ácido Ferúlico (Fer) y (v) Antibióticos: Ácido Oxolínico (Oxo).  
Los péptidos funcionalizados fueron purificados, caracterizados por RP-HPLC y espectrometría de 
masas MALDI-TOF. Después se evaluó la actividad antibacteriana contra dos cepas bacterianas E. 
coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC 25923 mediante el método de microdilución en caldo, con el fin 
de establecer si se logró potenciar la actividad antibacteriana. 
Los resultados muestran que la mayoría de los péptidos funcionalizados presentaron mayor 
actividad antibacteriana en comparación con los péptidos originales sin conjugar. Particularmente, 
los péptidos funcionalizados con ácido oxolínico presentaron la mayor actividad antibacteriana 
frente a cepas Gram positivas y Gram negativas. 
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Mediante este trabajo se logró identificar péptidos promisorios que pueden ser considerados para 
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The increase in the resistance of pathogens to antibiotics and the few therapeutic options available 
to treat infections has led the World Health Organization (WHO) to consider as a priority the 
development of new effective and safe antibacterial drugs. In the search for the new antibacterials, 
antimicrobial peptides (PAMs) such as bovine lactoferricin (LfcinB) and Buforin (Buf) emerge as an 
alternative, due to their outstanding antimicrobial properties, particularly against bacteria. 
This research is based on the development and obtaining of potential antibacterial drugs through 
the improvement of existing PAMs with the modification of their structures to obtain molecules 
with greater activity. This was achieved through the strategy called functionalization or 
conjugation, which consists of the union of the PAMs with other molecules of different chemical 
nature with antibacterial properties. 
For this, we designed and synthesized by the synthesis of solid phase peptides and the Fmoc / tBu 
strategy (SPPS-Fmoc / tBu), peptides that include the sequences: RLLR, RLLRRLLR, RRWQWR and 
RWQWRWQWR, which were later functionalized with various non-peptidic organic compounds 
such as (i) Non-natural amino acids: 6-aminohexanoic acid, (ii) Organometallic compounds: 
Ferrocene (Fc) and Organotin IV (OrgSn), (iii) Phytochemicals: juglone (Jug), (iv) Antioxidants: 
Caffeic acid (Caf) and Ferulic acid (Fer) and (v) Antibiotics: Oxolinic acid (Oxo). 
The functionalized peptides were purified, characterized by RP-HPLC and MALDI-TOF mass 
spectrometry. The antibacterial activity against two bacterial strains E. coli ATCC 25922 and S. 
aureus ATCC 25923 was then evaluated by means of the microdilution method in broth, in order 
to establish whether the antibacterial activity was potentiated. 
The results shows that most of the functionalized peptides have higher antibacterial activity 
compared to the original unconjugated peptides. Particularly, functionalized peptides with oxolinic 
acid showed the highest antibacterial activity against Gram positive and Gram negative strains. 
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Through this work we managed to identify promising peptides that can be considered for future 
studies in the development of therapeutic agents for the treatment of bacterial infections. 
 
Keywords: Antimicrobial peptides (PAMs), Bovine lactoferricin (LfcinB), Buforin (Buf), SPPS-Fmoc / 
tBu, functionalization, conjugation, 6-aminohexanoic acid, Ferrocene, Organotin IV (Tin), Juglone, 
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El aumento de la resistencia de los patógenos a los antibióticos y la falta de opciones terapéuticas 
para tratar las infecciones, ha llevado a que la Organización Mundial de la Salud (OMS) considere 
de carácter prioritario promover el desarrollo de nuevos fármacos antibacterianos [1,2]. 
En la búsqueda de nuevos agentes antibacterianos que puedan reemplazar y/o complementar los 
antibióticos convencionales, los péptidos surgen como una alternativa [3]. En particular los 
péptidos antimicrobianos (PAMs) [4] como la Lactoferricina bovina (LfcinB) y la Buforina (Buf) que 
se destacan por sus propiedades antimicrobianas particularmente contra bacterias [5,6]. 
Esta investigación se fundamenta en el desarrollo y obtención de potenciales fármacos mediante 
la mejora de PAMs existentes a través de la modificación de sus estructuras para obtener moléculas 
con mayor actividad antibacteriana. A través de la estrategia denominada funcionalización o 
conjugación, es posible obtener nuevas entidades a partir de la unión de PAMs con otras moléculas 
con actividad terapéutica conocida con el objetivo de potenciar su actividad [7]. En este contexto 
se busca unir dos moléculas de diferente naturaleza química que poseen propiedades 
antibacterianas y diferentes mecanismos de acción con el fin de establecer si se potencia la 
actividad antibacteriana mediante un efecto sinérgico.  
En este trabajo se sintetizaron moléculas basadas en secuencias derivadas de la LfcinB y la Buf que 
fueron funcionalizadas con moléculas orgánicas no peptídicas como el Ferroceno (Fc), Organotin 
IV (OrgSn), Juglona (Jug), Ácido Caféico (Caf), Ácido Ferúlico (Fer) y Ácido Oxolínico (Oxo), con el fin 
de establecer si la incorporación de estas moléculas potencia la actividad antibacteriana contra E. 
coli ATCC 25922, S. aureus ATCC 25923, P. aeruginosa ATCC 27853 y E. faecalis ATCC 29212. Este 
trabajo constituye un valioso aporte para el diseño, identificación y desarrollo de moléculas 
innovadoras basadas en péptidos y contribuye en la lucha contra los patógenos resistentes a los 
antibióticos a través del desarrollo de nuevos fármacos peptídicos que pueden llegar a ser 






1. Marco teórico 
Las infecciones bacterianas se previenen y tratan con medicamentos que matan las bacterias o 
impiden que se reproduzcan. Sin embargo, las bacterias han desarrollado diversos mecanismos en 
respuesta al uso de estos fármacos, provocando lo que se denomina “resistencia a los antibióticos” 
(RA). La RA es considerada por la Organización Mundial de la Salud (OMS) como un problema de 
salud pública mundial que se presenta por el abuso y el uso inadecuado de estos medicamentos 
[1].  
Como parte de las actividades de la OMS para combatir la RA y uno de los objetivos del Plan de 
Acción Mundial sobre Resistencia a los Antimicrobianos, se encuentra guiar y promover la 
investigación y desarrollo de fármacos antibacterianos que sean eficaces contra las bacterias 
resistentes, no induzcan resistencia y que a su vez sean fármacos seguros [1,2]. No obstante, en la 
actualidad existen pocos fármacos de este tipo en fase de investigación y desarrollo por lo que se 
considera necesario invertir urgentemente en este proceso de manera que se logren obtener 
moléculas innovadoras según estos criterios: a. Nueva clase química, b. Nuevo objetivo 
terapéutico, c. Nuevo mecanismo de acción y d. Ausencia de resistencia cruzada a los antibióticos 
existentes [2]. Dentro de la búsqueda de nuevos agentes antibacterianos, los péptidos 
antimicrobianos (PAMs) han sido considerados como una fuente importante gracias a su amplio 
espectro de acción y mecanismos de acción que los hace menos propensos a desarrollar RA [8]. 
 
1.1 Péptidos Antimicrobianos (PAMs) 
 
Los PAMs son moléculas de origen natural que contienen de 10 a 50 aminoácidos y han sido 
identificados en bacterias, virus, plantas, vertebrados e invertebrados. En los mamíferos son 
producidos por diferentes tipos de células y desempeñan un papel importante en el sistema 
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inmune innato ya que responden a las infecciones causadas por patógenos externos [9]. A la fecha, 
se han descubierto más de 5.000 PAMs que presentan diversidad en cuanto a longitud, secuencia 
y estructura [4]. Basados en la composición de aminoácidos, tamaño y estructura, los PAMs se 
pueden clasificar en: péptidos aniónicos, péptidos catiónicos con estructura alfa hélice (Cecropinas, 
Magaininas), péptidos catiónicos ricos en aminoácidos específicos (como Prolina, Arginina, Glicina, 
Triptófano), péptidos aniónicos y catiónicos que contienen Cisteína y forman puentes disulfuro 
(Defensinas y Protegrinas), y péptidos aniónicos y catiónicos derivados de proteínas (Lfcin de la 
Lactoferrina (LF) y Casodicina de la caseína humana) [10]. 
 
Los PAMs tienen la capacidad de matar una amplia gama de microorganismos, incluidos bacterias, 
hongos, parásitos y virus [8]. Gracias a estas propiedades y amplio espectro constituyen una 
estrategia terapéutica para el tratamiento de las infecciones microbianas. Los PAMs naturales 
presentan limitaciones como la estabilidad in vivo, la toxicidad y el tamaño relativamente grande 
(> 20 aminoácidos), que afectan la producción a gran escala, aumentan los costos de fabricación y 
limitan su uso en la terapéutica [11]. Sin embargo, la síntesis química de péptidos ha permitido el 
desarrollo de nuevos agentes mejorados que superan las limitaciones de los PAMs naturales, 
reduciendo los costos de producción mediante la generación de moléculas más cortas y 
permitiendo mantener o mejorar la actividad contra los microorganismos objetivo [11,12]. 
 
Actualmente, en el área de investigación y desarrollo farmacéutico existe un interés creciente por 
los péptidos como potenciales fármacos, encontrándose a 2017, más de 60 fármacos peptídicos 
aprobados en Estados Unidos, Europa y Japón y alrededor de 150 en desarrollo clínico para 
múltiples patologías incluyendo enfermedades infecciosas [3],[13]. Los mecanismos de acción 
asociados a los PAMs son múltiples e incluyen interacciones con la membrana celular por atracción 
electrostática, que causan la disrupción de la membrana y/o la internalización del péptido en la 
célula para interactuar con algunas dianas intracelulares específicas como inhibición de la síntesis 
de proteínas y de ácidos nucleicos [5,8,14].  
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1.2 Lactoferricina Bovina (LfcinB) 
 
La Lactoferricina (Lfcin) es un péptido obtenido de la digestión con pepsina gástrica de la LF que se 
encuentra en secreciones exocrinas como saliva, calostro, leche y lágrimas de mamíferos, 
incluyendo humanos [5]. La LfcinB (17FKCRRWQWRMKKLGAPSITCVRRAF41) es un péptido de 25 
aminoácidos localizado en la región N-terminal de la Lactoferrina Bovina (LFB), que ha presentado 
mayor actividad antibacteriana que su precursor, sugiriendo que la actividad de la proteína se debe 
a este fragmento [5]. La LfcinB ha mostrado amplia actividad antimicrobiana contra bacterias Gram 
positivas, Gram negativas, hongos, parásitos, virus y células tumorales [15]. 
 
En los últimos años, el grupo de investigación “Síntesis y Aplicación de Moléculas Peptídicas 
(SAMP)” de la Universidad Nacional de Colombia, ha diseñado y sintetizado péptidos derivados de 
la LfcinB y como resultado de dicho trabajo se han identificado secuencias promisorias como el 
péptido LfcinB (20-25): 20RRWQWR25 y el péptido palindrómico LfcinB (21-25)Pal: RWQWRWQWR 
que han presentado actividad contra bacterias Gram positivas y Gram negativas [16–18]. 
 
Estudios previos han reportado la secuencia 20RRWQWR25 como el motivo mínimo con actividad 
antibacteriana. También se demostró que el péptido palindrómico LfcinB (21-25)pal presentó 
actividad antibacteriana contra cepas de bacterias Gram positivas y Gram negativas. El péptido 
palindrómico presentó un valor de MIC = 8,5 µM contra las cepas de E. coli ATCC 11775, mientras 
que contra las cepas S. enteritidis ATCC 13076 presentó un valor de MIC = 17 µM [16]. La actividad 
antibacteriana de este péptido se atribuye a la presencia de mayor cantidad de aminoácidos 
hidrofóbicos (Trp) y aminoácidos con carga positiva (Arg) lo que le confiere mayor anfipaticidad 
[16–18]. Lo anterior está en concordancia con el mecanismo de acción propuesto para la LfcinB, 
que sugiere que los aminoácidos con cadenas laterales cargadas positivamente (Arg y Lys) 
interactúan con las cargas negativas en la superficie de la bacteria permitiendo que los aminoácidos 
aromáticos hidrofóbicos (Trp y Phe) interactúen con la bicapa lipídica causando disrupción de la 
membrana celular [15]. Gracias a lo anterior, se considera que el péptido palindrómico LfcinB (21-
25)Pal: RWQWRWQWR tiene gran potencial para desarrollar agentes con múltiples funciones 
relacionadas con efectos preventivos y terapéuticos en enfermedades bacterianas. En este trabajo 
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se sintetizaron, purificaron y caracterizaron péptidos funcionalizados que contienen las secuencias 
RRWQWR y RWQWRWQWR (Figura 1). 
 
Figura 1. Secuencias de los péptidos derivados de la LfcinB. (i) LfcinB (20-25), (ii) LfcinB (21-25)Pal. 
 
 
1.3 Buforina (Buf) 
 
La Buf I es un péptido antimicrobiano de 39 aminoácidos 
(1AGRGKQGGKVRAKAKTRSSRAGLQFPVGRVHRLLRKGNK39) que fue aislado del estómago del sapo 
asiático Bufo gargarizans, una especie de anfibio anuro de la familia Bufonidae. La secuencia de 
este péptido es idéntica al extremo N- terminal de la histona H2A cuya función es actuar como 
efector del sistema inmune [6]. La Buf II (16TRSSRAGLQFPVGRVHRLLRK37) es un péptido catiónico 
anfipático derivado de la Buf I que posee 21 aminoácidos y que ha presentado actividad 
antimicrobiana aproximadamente dos veces mayor que la Buf I [6]. La Buf IIb 
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(RAGLQFPVGRLLRRLLRRLLR) es un péptido antimicrobiano análogo de la Buf II en el que se ha 
modificado el extremo C-terminal, colocando tres veces la secuencia RLLR, considerada el motivo 
mínimo de actividad. Este péptido ha presentado actividad contra bacterias Gram positivas, Gram 
negativas y hongos [19]. Se ha reportado que la secuencia palindrómica (RLLR)5: 
RLLRRLLRRLLRRLLRRLLR presenta una Concentración Mínima Inhibitoria (MIC) de 0,7 μM contra E. 
coli y de 0,37 μM contra S. aureus, valores inferiores a los presentados por la Buforina II de 1,7 μM 
en las mismas cepas [20]. El mecanismo de acción de este péptido está asociado a su internalización 
en la célula sin causar daño en la membrana, siendo su principal blanco los ácidos nucleicos, gracias 
a su fuerte afinidad por el ADN y ARN [6,19,20]. Por lo tanto, se utilizaron las secuencias con el 
motivo mínimo 32RLLR35 y el péptido palindrómico RLLRRLLR para la síntesis de los péptidos 
funcionalizados (Figura 2). 
 
Figura 2. Secuencias de los péptidos derivados de la Buf. (i) Buf (32-35) y (ii) Buf (32-35)Pal. 
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1.4 Síntesis de péptidos 
 
Los péptidos se pueden obtener mediante una variedad de tecnologías tales como aislamiento o 
extracción de la fuente natural, síntesis química, tecnología de ADN recombinante y plantas o 
animales transgénicos. Generalmente la longitud y complejidad del péptido determina el tipo de 
tecnología a utilizar para su producción [11,13]. Tradicionalmente, la producción de péptidos se 
logra con tecnología de ADN recombinante, mediante el uso de una cepa microbiana o fúngica que 
ha sido sometida a una serie de mutaciones inducidas para mejorar la productividad. Estas cepas 
son específicamente diseñadas para mejorar la síntesis, secreción y plegamiento de la molécula y 
por tanto proporcionan una ventaja para alcanzar altos rendimientos [13]. 
 
Para operaciones a gran escala se utiliza la síntesis química como alternativa a la tecnología de ADN 
recombinante [11]. En la síntesis química se pueden distinguir tres categorías: fase líquida, fase 
sólida, o procesos híbridos como una combinación de las dos estrategias [12,21]. La selección del 
método de producción depende principalmente del péptido, el objetivo de síntesis y las 
limitaciones que cada método presenta. La síntesis de péptidos en solución fue propuesta por 
Vigneaud en 1953 y comúnmente es usada en la producción de péptidos farmacéuticos ya que 
permite obtener grandes volúmenes de moléculas de pequeño y mediano tamaño. Además, esta 
metodología presenta ventajas en cuanto al proceso de aislamiento, caracterización y purificación 
de los productos intermedios [12,21]. Ejemplos de péptidos obtenidos por este método son las 
calcitoninas, aspartame, inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina, oxitocina, 
leuprolide y goserelina [12]. 
 
La Síntesis de Péptidos en Fase Sólida (SPPS por sus siglas en inglés Solid Phase Peptide Synthesis) 
fue introducida en 1963 por Bruce Merrifield, y ha permitido la producción a gran escala de 
péptidos complejos y de mayor tamaño con pureza de grado farmacéutico, como por ejemplo 
glucagón, terlipresina, enfuvirtide, somatostatina y corticotropina [12]. Además, es el método de 
elección en investigación ya que permite la obtención de diversidad de péptidos de forma sencilla 
y en corto tiempo [21]. La SPPS consiste en acoplar covalentemente el aminoácido del extremo C- 
terminal de la secuencia a un soporte sólido insoluble y construir la cadena por incorporación de 
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los aminoácidos a través de pasos sucesivos de acoplamiento de cada aminoácido protegido. Luego 
de que se han unido los aminoácidos se lleva a cabo la desprotección de los grupos reactivos de las 
cadenas laterales de los aminoácidos y el desanclaje del péptido del soporte sólido [12,21]. Existen 
dos estrategias químicas principales de síntesis en fase sólida, la química Boc-/Bencilo (Boc/Bzl) y 
la química Fmoc/-ter-butilo (Fmoc/tBu) [12]. En este trabajo se utilizó la SPPS Fmoc/tBu, la cual 
presenta un esquema de protección ortogonal, (i) el grupo alfa-amino de los aminoácidos está 
protegido con el grupo Fmoc (9-Fluorenilmetiloxicarbonilo) (temporal), el cual puede ser removido 
selectivamente por tratamiento con una base débil como 4-metilpiperidina en N,N-
Dimetilformamida (DMF), (ii) las cadenas laterales de algunos aminoácidos presentan un grupo 
protector como el grupo terbutilo o tritilo que es lábil al tratamiento con ácidos [12]. Estos grupos 
protectores permanecen durante el crecimiento de la cadena, los cuales se eliminan al final de la 
síntesis por tratamiento con ácidos. Además, se emplea un exceso de reactivos para garantizar que 
las reacciones de acople y desprotección tengan la eficiencia del 100%, los subproductos de 
reacción y reactantes son eliminados fácilmente mediante procesos de lavado y filtración.  
 
El proceso de síntesis mediante SPPS- Fmoc/tBu se puede dividir en las siguientes etapas generales 
[21] y que se ilustran en la figura 3:  
1. Remoción del grupo Fmoc: Una base débil como 4-metilpiperidina al 25% en DMF remueve el 
grupo Fmoc dejando el grupo amino disponible para la reacción, se denomina desprotección. 
2. Activación y acople del aminoácido: Se trata el aminoácido con una carbodiimida como la N, 
N-diciclohexilcarbodiimida (DCC) y 1-Hidroxi-6-clorobenzotriazol (6-Cl-HOBt) para obtener el 
éster reactivo que reacciona con el grupo amino disponible y permite la formación del enlace 
peptídico. 
3. Desanclaje del péptido del soporte sólido y desprotección de las cadenas laterales: Una vez 
la secuencia peptídica se completa, los grupos protectores de las cadenas laterales son 
eliminados y el péptido se separa del soporte sólido mediante un proceso denominado clivaje, 
por tratamiento con ácido trifluoroacético (TFA) en presencia de moléculas “scavengers” que 
capturan los grupos reactivos que se generan durante la desprotección de las cadenas 
laterales. 
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Figura 3. Esquema general de la SPPS Fmoc/tBu. (1) 4-metilpiperidina al 25% en DMF, 10 min (2x). 




Esta estrategia presenta ventajas como permitir la síntesis de péptidos que son difíciles de expresar 
en bacterias, la incorporación de aminoácidos no naturales, obtener péptidos modificados con 
moléculas no protéicas, entre otros. Por lo anterior esta estrategia permite funcionalizar los 
péptidos mediante la conjugación con compuestos organometálicos (OM), fitoquímicos, 
antioxidantes, antibióticos y otros. 
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1.4.1. Conjugación de péptidos 
 
La funcionalización o conjugación de péptidos con moléculas de diferente naturaleza es un 
mecanismo útil para modificar sus propiedades [22]. La cantidad y variedad de péptidos 
funcionalizados ha aumentado con el tiempo, encontrándose que cerca del 30% de los péptidos 
que ingresaron a desarrollo clínico desde el 2010 son conjugados [3]. Existen varias estrategias de 
conjugación implementadas con péptidos terapéuticos, como la conjugación con polietilenglicol 
(PEG), lípidos, moléculas no naturales, radiofármacos y fragmentos de proteínas. Estas estrategias 
han sido usadas principalmente para extender la vida media del péptido, lograr penetración del 
péptido en las células, incorporar agentes citotóxicos, entre otras razones [3]. 
 
Como ejemplo, se ha logrado la conjugación de péptidos con compuestos organometálicos (OM), 
para modificar las propiedades de los péptidos y aumentar su actividad antibacteriana, 
convirtiéndose en una alternativa para el desarrollo de nuevos fármacos antibióticos basados en 
metales [23,24]. La estrategia de funcionalización de los péptidos se fundamenta en la conjugación 
de un PAM con una molécula no peptídica que presente actividad antibacteriana para obtener 
PAMs funcionalizados [22].  
 
1.4.2. Aminoácidos no naturales  
 
 Ácido 6-Aminohexanoico 
 
El Ácido 6-aminohexanoico (Ahx) es un ácido carboxílico derivado y análogo de la lisina que 
presenta un grupo n-pentilo como cadena lateral (Figura 4). 
Figura 4. Estructura del Ácido 6-aminohexanoico (Ahx). 
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Se ha descrito el uso del Ahx en la síntesis de péptidos cortos para mejorar su hidrofobicidad y así 
mejorar la eficiencia en un ensayo de ELISA [25]. También se han sintetizado péptidos con Ahx para 
evaluar su actividad como inhibidores de plasmina [26]. Así mismo, el Ahx ha sido usado como 
molécula de unión, enlazador o linker entre dos moléculas de interés como los péptidos y los ácidos 
grasos [27]. En este trabajo se obtuvieron péptidos derivados de LfcinB y Buf funcionalizados con 
Ahx en el extremo N-terminal y además se utilizó como espaciador para facilitar la síntesis de los 
péptidos funcionalizados. 
1.4.3. Compuestos Organometálicos 
 
Los compuestos OM son compuestos metálicos con al menos un enlace covalente directo metal-
carbono, que presentan aplicaciones en bioquímica y en química medicinal principalmente para el 
tratamiento del cáncer [28]. Aunque la actividad antimicrobiana de los compuestos OM ha sido 
poco evaluada, en la actualidad son considerados potenciales candidatos a fármacos en el 
desarrollo de antimicrobianos basados en metales principalmente para el tratamiento de 
infecciones resistentes [28].  
Los compuestos OM pueden ser conjugados a diversidad de moléculas incluyendo péptidos, por lo 
que es posible obtener los PAMs organometálicos (PAMs-OM) a través de la síntesis en fase sólida 
[29]. Se ha reportado que la conjugación de un PAM con una molécula organometálica genera 
PAMs-OM con mayor actividad antibacteriana en comparación con el PAM no conjugado [22,23].  
 
 Ferroceno  
 
El Ferroceno (Fc) (ciclopenta-1,3-dieno; hierro (II)) es un compuesto OM de fórmula Fe(C5H5)2. Es 
un metaloceno que consta de dos anillos de ciclopentadienilo unidos a lados opuestos del átomo 
central hierro. El Fc presenta una estructura particular e interesante para diseñar complejos con 
actividad biológica. Dentro de sus propiedades se destacan: la estabilidad en soluciones acuosas, 
su comportamiento redox y la baja toxicidad. Además puede ser inyectado, inhalado o 
administrado oralmente sin causar significativos problemas de salud [30]. 
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El Fc y sus derivados exhiben propiedades antimaláricas, antitumorales y antibacterianas [28], por 
tanto estos compuestos han sido incorporados a diversidad de moléculas como fármacos 
antibióticos, analgésicos, antimaláricos y anticancerígenos con el objeto de mejorar su actividad 
biológica, impedir la resistencia o incluso como nuevos tratamientos [31]. Ejemplo de esto es la 
ferroquina, lograda por la unión del Fc al fármaco cloroquina para el tratamiento de la malaria [31]. 
Las ferrocenil acilhidrazonas han mostrado ser los compuestos conjugados con Ferroceno más 
efectivos para la inhibición in vitro de la Tuberculosis con una MIC de 0,75 mM [32]. Pirazoles 
sustituidos con Ferroceno presentaron actividad dependiente de la concentración contra M. 
aureus, C. dipththeriae, E. coli, S. typhi, B. subtilis, P.vulgaris, C. albicans y A. niger [33]. 
 
Figura 5. Estructura del Ácido ferroceno carboxílico. 
   
Metzler-Nolte y colaboradores sintetizaron PAMs-OM conjugando el Fc durante la SPPS, 
encontraron que la incorporación del Fc en algunos casos mejoró la actividad antibacteriana 
respecto a los péptidos usados como control, por ejemplo, el péptido Fc-WRWRW presentó una 
MIC de 7,1 µM contra S. aureus en comparación con la secuencia control WRWRWR con una MIC 
de 16 µM frente a la misma cepa [29,34]. Otros estudios también demuestran que la actividad 
antibacteriana de los péptidos se ve afectada por el tipo de metaloceno que se conjuga al PAM y 
su posición [23]. A través de la SPPS usando la estrategia Fmoc/tBu es posible obtener péptidos 
OM conjugados y funcionalizados con el ácido ferroceno carboxílico. La estrategia de conjugación 
del Fc a los péptidos está basada en una reacción formadora de enlaces amida entre el fragmento 
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 Organotin IV (OrgSn) 
 
El Organotin IV (OrgSn) es un estannano, compuesto organoestánnico o compuesto OM que 
presenta en su estructura química una o más moléculas de Estaño (Sn). Para este estudio, el 
Organotin IV (OrgSn) corresponde al que se muestra en la figura 6.  
 
Figura 6. Estructura del Organotin IV (OrgSn).  
 
 
La actividad biológica de estos compuestos OM se ve afectada por la presencia de uno o más 
enlaces C-Sn covalentes y por el número y la naturaleza de los sustituyentes alquilo o arilo unidos 
al Sn. La variación del sustituyente en estos compuestos de estaño no solo permite la obtención de 
diversidad de compuestos de OrgSn sino que también permite modificar notablemente la actividad 
biológica [35]. Existen variedad de compuestos de OrgSn como por ejemplo Organotin (IV) 
Ditiocarbamatos, Organotin (IV) carboxilatos, Organotin (IV) 2-hidroxiacetofenona, Organotin (IV) 
2-metilfeniltiosemicarbazona, Organotin (IV) Benzoilacetona Benzidrazona, entre otros [36,37]. 
Estos complejos de OrgSn han presentado actividad antitumoral, antituberculosis, antifúngica y 
antibacteriana frente a cepas como S. aureus, E. coli, S. typhi y C. albicans, convirtiéndolos en 
potenciales ingredientes farmacéuticos [35–38].  
 
Adicionalmente, existe un interés creciente en la química de los compuestos de OrgSn sobre las 
reacciones con diferentes biomoléculas como carbohidratos, ácidos grasos, aminoácidos y 
péptidos, lo anterior gracias a que los derivados de OrgSn con aminoácidos y dipéptidos han 
exhibido actividad contra amplio espectro de bacterias y hongos, siendo esta actividad mayor en 
comparación con el OrgSn precursor [38]. 
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Lo anterior, permite sugerir que el OrgSn puede ser conjugado con secuencias peptídicas para 
conferirles mayor actividad antibacteriana y a su vez puedan ser potenciales fármacos 
antibacterianos. La funcionalización de los péptidos con OrgSn, se realizó de la misma manera en 
que se funcionalizaron los péptidos con Fc; los péptidos fueron conjugados con el OrgSn, a partir 




 Juglona (Jug) 
 
La Juglona (5-hidroxi-1, 4 – naftoquinona) es una 1,4-naftoquinona que ha sido identificada en 
plantas de la familia Juglandaceae como en las especies J. nigra, J. regia y J. cinerea. En J. regia, 
está presente en todas las partes de la planta, incluidas las hojas, las raíces, el tallo, las ramas y las 
nueces. Sin embargo, comercialmente la Jug es obtenida de las cáscaras de nueces [39]. 
Figura 7. Estructura de la Juglona (5-hidroxi-1, 4 – naftoquinona). 
 
Estudios demuestran que la Jug presenta actividad antibacteriana contra S. aureus, E. coli, B. 
subtilis, Penicillium sp., Aspergillus sp., y actividad antifúngica contra C. albicans, S. cerevisiae y C. 
neoformans [40]. También, la Jug inhibe el crecimiento de bacterias cariogénicas orales (S. mutans 
y S. sanguis) y patógenos periodontales (P. gingivalis y P. intermedia) [41,42].  
Gracias a las propiedades antibacterianas, antimicóticas y antitumorales de la Jug, este compuesto 
ha sido utilizado en preparaciones populares para curar acné, alergias, trastornos 
gastrointestinales, parasitosis intestinales, cáncer, infecciones fúngicas, infecciones bacterianas e 
infecciones virales [40].  
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Actualmente la Jug continúa siendo de interés y permite establecer escenarios diversos para 
enfoques terapéuticos novedosos, entre estos la funcionalización de los péptidos con el objeto de 
potenciar la actividad antibacteriana. La funcionalización de los péptidos con esta molécula se 




Los péptidos también se pueden conjugar con otras moléculas orgánicas que contienen grupos 
carboxilo como son los Ácidos Caféico (Caf) y Ferúlico (Fer), que tienen propiedades antioxidantes. 
La conjugación de estas moléculas a los péptidos se realizó durante la SPPS a través de la reacción 
entre el grupo funcional ácido carboxílico de la molécula y el grupo amino del péptido. 
 
 Ácido Caféico  
 
El ácido caféico (Caf) (Ácido (E)-3-(3,4-dihidroxifenil)prop-2-enoico) es un ácido fenólico compuesto 
por un anillo aromático con dos sustituyentes hidroxilo y un grupo lateral ácido carboxílico, cuya 
estructura se muestra en la figura 8.  
 
Figura 8. Estructura del Ácido Caféico (Caf) (Ácido (E)-3-(3,4-dihidroxifenil)prop-2-enoico). 
 
 
Este compuesto es derivado del metabolismo secundario de las plantas y presenta múltiples 
propiedades como antibacteriano y antioxidante [44]. Exhibe un amplio espectro de actividad 
antimicrobiana contra bacterias Gram positivas y Gram negativas como E. coli, S. aureus, L. 
monocitogenes, B. cereus y hongos como C. albicans [44]. Encontrándose una MIC de 694 µM 
contra cepas de S. aureus y S. pyogenes [45]. La estructura del ácido caféico además permite 
obtener diversidad de análogos al efectuar modificaciones en ésteres, amidas, aldehídos o 
Marco teórico 17 
 
alcoholes, que de igual forma presentan variedad de actividades biológicas de interés terapéutico 
[45–48].  
 
 Ácido Ferúlico 
 
El ácido ferúlico (Ácido (E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)prop-2-enoico) es un ácido fenólico producto 
del metabolismo secundario de las plantas cuya estructura se muestra en la figura 9.  
 
Figura 9. Estructura del Ácido trans Ferúlico (Fer) (Ácido (E)-3-(4-hidroxi-3-metoxifenil)prop-2-
enoico). 
 
Presenta actividad antibacteriana sobre bacterias Gram positivas y Gram negativas como B. subtilis, 
E. coli y P. syringae [46]. Presenta un valor de MIC de 644 µM contra S. aureus y S. pyogenes, MIC 
de 515 µM contra P. aeruginosa y E. coli y MIC de 322 µM contra A. niger [45]. Al igual que el Ácido 
Caféico, la estructura del Ácido Ferúlico permite sintetizar diversidad de análogos por medio de 
modificaciones en ésteres, amidas, aldehídos o alcoholes, que en ocasiones presentan mayor 




 Ácido Oxolínico 
 
El Ácido Oxolínico (Ácido 5-etil-8-oxo- 5,8-dihidro [1,3] dioxolo [4,5-g] quinolina-7-carboxílico) es 
una quinolona sintética de primera generación que ha sido utilizada como fármaco antibacteriano. 
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Presenta actividad antibacteriana restringida sobre bacterias Gram negativas aeróbicas, 
especialmente enterobacterias como E. coli. Ha sido un antibiótico útil para combatir infecciones 
de las vías urinarias poco complejas como la cistitis [49,50]. Debido a su estrecho espectro de 
actividad y a la aparición de resistencia, fue reemplazado por quinolonas de tercera y cuarta 
generación [49]. Los péptidos fueron funcionalizados con el ácido Oxolínico mediante la formación 
de un enlace amida entre el grupo amino del aminoácido en el extremo N-terminal y el grupo 
carboxílico del ácido. 
 
A partir de esto, en este trabajo se funcionalizaron secuencias derivadas de LfcinB y Buf con 
diferentes moléculas no peptídicas y se estableció la viabilidad sintética y se evaluó la actividad 
antibacteriana de los péptidos funcionalizados obtenidos contra dos cepas bacterianas. 
 
1.5 Caracterización de las cepas bacterianas utilizadas 
 
Las cepas seleccionadas para este estudio incluyen las bacterias resistentes más frecuentes, una 
cepa Gram negativa (Escherichia coli) y una cepa Gram positiva (Staphylococcus aureus), que de 
acuerdo con un informe de la OMS publicado en enero de 2018 corresponden respectivamente a 
una bacteria multirresistente que puede causar infecciones graves y a una bacteria que presenta 
farmacorresistencia creciente y provoca enfermedades comunes [2]. Las características de cada 
cepa utilizada en este trabajo, se describen a continuación: 
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 Escherichia coli 
 
E. coli, es una bacteria Gram negativa, en forma de bacilo de la familia de las enterobacterias que 
mide 2-6 µm x 1,2 – 1,5 µm, posee fimbrias y es móvil por flagelos perítricos. Es una bacteria no 
esporulante, aerobia y anaerobia facultativa que crece principalmente a 37°C [51]. Esta bacteria es 
de origen fecal y se encuentra exclusivamente en el tracto gastrointestinal humano como flora 
normal, por lo que se utiliza como indicador de contaminación con excrementos mediante el 
análisis de coliformes [52]. Existen varios serogrupos de E. coli y la mayoría no son patógenos; sin 
embargo, existen cepas patógenas que pueden causar infecciones en humanos y en animales 
provocando enfermedades entéricas / diarréicas, infecciones agudas del tracto urinario, sepsis y 
meningitis neonatal [51].  
 
Existen seis tipos de E. coli de acuerdo con la enteropatogenicidad que son E. coli enterotoxigénica 
(ETEC) que produce diarrea infecciosa asociada con agua no potable, E. coli enteroinvasiva (EIEC), 
que causa disentería, E. coli enteropatogénica (EPEC) que causa enfermedades intestinales, como 
diarrea aguda en niños menores de 2 años, E. coli enterohemorrágica (EHEC), causa diarrea 
sanguinolenta y síndrome urémico hemorrágico, E. coli enteroagregativa (EAEC), secreta 
enterotoxinas y citotoxinas, produciendo daño en la mucosa intestinal y E. coli adherente difusa 
(DAEC) [51,52]. Las infecciones de E. coli extraintestinales son tratadas con antibióticos como 
sulfonamidas, tetraciclinas, aminoglicosidos, cloranfenicol, penicilinas, cefalosporinas, 
carbapenems y fluoroquinolonas. Sin embargo existe una preocupación por el rápido desarrollo de 
resistencia a estos antibióticos que conlleva a grandes complicaciones en el tratamiento 
antibiótico. Los mecanismos de resistencia contra estos antibióticos incluyen inactivación 
enzimática por la producción de enzimas capaces de degradar β-lactamasas, carbapenemasas y 
aminoglicosidos, alteraciones en el sitio blanco y alteraciones de la permeabilidad por la utilización 
de sistemas de expulsión y bombas de eflujo que eliminan el agente antibiótico [53]. La cepa 
utilizada en este estudio corresponde a E. coli (Migula) Castellani and Chalmers ATCC 25922, una 
cepa de referencia β-lactamasa negativa, no resistente a antibióticos. 
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 Staphylococcus aureus 
 
S. aureus es una bacteria Gram positiva, en forma de esfera (coco) de la familia Staphylococcaceae, 
mide de 0,5 a 1,5 μm de diámetro, es no móvil y se agrupa en células únicas, en pares, tétradas, 
cadenas cortas o formando racimos de uvas. Es aerobia o anaerobia facultativa, puede sobrevivir 
en ambientes hostiles como condiciones ácidas, altas concentraciones de sodio y amplias 
variaciones de temperatura [54]. S. aureus hace parte de la microbiota normal de la piel y mucosas 
como la mucosa nasal y cavidad oral. Sin embargo, se considera un patógeno oportunista ya que 
una vez que supera la barrera cutánea, puede causar variedad de infecciones sistémicas y piógenas, 
infecciones agudas y crónicas y síndromes mediados por toxinas [54]. Esta bacteria puede causar 
multitud de infecciones a menudo con consecuencias graves. Las más frecuentes son las 
infecciones de la piel y los tejidos blandos que van desde infecciones menores de la piel hasta 
infecciones profundas como foliculitis. Otras infecciones incluyen mastitis, meningitis, neumonías 
adquiridas en la comunidad y adquiridas en el hospital, infecciones óseas y articulares como artritis, 
bursitis y osteomielitis [54]. También causa enfermedades mediadas por toxinas que comprenden 
el síndrome de choque tóxico estafilocócico menstrual y no menstrual, intoxicación alimentaria 
estafilocócica y síndrome de la piel escaldada estafilocócica. 
Esta bacteria posee mecanismos patógenos diversos como factores adhesivos, producción de 
toxinas, enzimas e inmunidad. Así mismo ha desarrollado varios mecanismos para sobrevivir a los 
antibióticos principalmente a los antibióticos betalactámicos; siendo más conocida la resistencia a 
la meticilina y vancomicina [53]. La cepa utilizada en este estudio corresponde a S. aureus ATCC 
25923 (Staphylococcus aureus Rosenbach), una cepa de referencia, β-lactamasa negativa, y no 
resistente a antibióticos. 
 
 Enterococcus faecalis 
 
E. faecalis es una bacteria Gram positiva en forma de coco de la familia Enterococcaceae. Es 
anaerobia facultativa, no móvil y se puede encontrar sola o agrupada en pares o en cadenas cortas. 
Es muy resistente a condiciones ambientales severas como congelación, desecación, temperatura, 
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pH altamente alcalino y elevadas concentraciones de sal [55]. E. faecalis habita normalmente el 
tracto gastrointestinal de humanos y animales, se encuentra principalmente en las heces aunque 
también se encuentra en la cavidad oral, placa dental, tracto respiratorio, piel y vagina [55]. Esta 
bacteria es responsable de la mayoría de las infecciones por enterococos, principalmente por 
transmisión nosocomial, afectando el tracto urinario, torrente sanguíneo, endocardio, tracto biliar, 
piel y tejidos blandos, particularmente de ancianos y pacientes inmunocomprometidos. 
Su presencia también es indicadora de contaminación fecal, usualmente por falta de higiene y 
malas condiciones de conservación de alimentos. Esta bacteria ha adquirido resistencia a 
diversidad de antibióticos de amplio espectro permitiendo su persistencia y proliferación. En 
general son resistentes a las cefalosporinas, tienen baja resistencia a otros β-lactámicos pero se 
encuentra en aumento la resistencia a los aminoglucósidos y vancomicina. Su resistencia a los 
antibióticos puede ser intrínseca o adquirida, esta última gracias a su alta capacidad de 
intercambiar material genético, logrando transferir genes resistentes [55]. La cepa utilizada en este 
estudio corresponde a E. faecalis ATCC 29212, una cepa de referencia, no resistente a antibióticos. 
 
 Pseudomonas aeruginosa 
 
P. aeruginosa es una bacteria Gram negativa en forma de bacilo de la familia Pseudomonadaceae, 
posee flagelo polar que le da motilidad. Es una bacteria aerobia, no esporogénico que crece a 37°C 
pero es capaz de tolerar temperaturas hasta de 50°C [56]. P. aeruginosa es una bacteria que se 
encuentra en la naturaleza, en el agua, suelos húmedos, y hace parte de la flora normal saprófita 
humana en zonas húmedas de la piel. Es un patógeno oportunista que rara vez causa enfermedad 
en individuos sanos, causando infecciones nosocomiales en individuos inmunocomprometidos, con 
quemaduras graves, heridas quirúrgicas, neutropenia o con infecciones pulmonares. Es 
responsable de causar neumonía, meningitis, sobreinfección de heridas, infecciones urinarias, 
osteoarticulares, endocarditis, infecciones oculares o septicemia [56]. La cepa utilizada en este 







Los péptidos sintéticos derivados de Buforina IIb y LfcinB funcionalizados con Ferroceno, Organotin 









3.1 Objetivo General 
Obtener péptidos sintéticos derivados de Buforina IIb y LfcinB funcionalizados con Ferroceno, 
Organotin IV, Juglona o Ácido Oxolínico y evaluar su actividad antibacteriana. 
 
3.2 Objetivos Específicos 
3.2.1. Obtener los péptidos derivados de LfcinB: RRWQWR y RWQWRWQWR y Buforina IIb: 
RLLR, RLLRRLLR. 
3.2.2. Obtener los péptidos con la secuencia RRWQWR funcionalizados con Ferroceno, 
Organotin IV, Juglona o Ácido Oxolínico. 
3.2.3. Evaluar la actividad antibacteriana de los péptidos obtenidos en los objetivos 1 y 2, 
contra S. aureus 25923 y E. coli 25922. 
3.2.4. Funcionalizar cada una de las siguientes secuencias RWQWRWQWR, RLLR, RLLRRLLR, 
de acuerdo con los resultados obtenidos en el objetivo 3. 
3.2.5. Evaluar la actividad antibacteriana de los péptidos obtenidos en el objetivo 4 contra S. 
aureus 25923 y E. coli 25922. 
3.2.6. Evaluar el efecto de la funcionalización de las secuencias peptídicas en la actividad 







4.1 Materiales y reactivos 
Los reactivos: Resina Rink amida, Fmoc-Leu-OH, Fmoc-Arg(Pbf)-OH, Fmoc-Trp(Boc)-OH, Fmoc-
Gln(Trt)-OH, Fmoc-Cys(Trt), Fmoc-6-aminohexanoico (Ahx), diciclohexilcarbodiimida (DCC), 1-
Hidroxi-6-clorobenzotriazol (6-Cl-HOBt), Tetrafluoroborato de O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'-
tetrametiluronio (TBTU), fueron adquiridos de AAPPTec (Louisville, KY, USA). 
Los reactivos: acetonitrilo (ACN), ácido trifluoroacético (TFA), Diclorometano (DCM), 
diisopropiletilamina (DIPEA), N,N-dimetilformamida (DMF), etanoditiol (EDT), N,N'-
Diisopropilcarbodiimida (DIC), triisopropilsilano (TIPS), cianuro de potasio, éter etílico, etanol 
(EtOH), metanol (MeOH), agua peptonada, fueron adquiridos de Merck (Darmstadt, Germany). 
El reactivo 4-metilpiperidina fue adquirido de Acros Organics, la ninhidrina de Panreac, la piridina 
de Carlo Erba reagents y la juglona de Alfa Aesar. 
Los reactivos: Ácido ferroceno carboxílico (CAS 1271-42-7), Ácido trans ferúlico (CAS 537-98-4), 
ácido caféico (CAS 331-39-5), ácido oxolínico (CAS 14698-29-4) y las columnas SPE Supelclean™ LC-
18 fueron adquiridos de Sigma-Aldrich (St. Louis, MO, USA). Los medios agar Tripticasa de Soya 
(TSA), agar Plate Count (PCA), agar Mueller Hinton (MH), caldo Mueller Hinton (MH), caldo Infusión 
Cerebro Corazón (BHI) fueron adquiridos de Scharlau.  
Agua destilada estéril, tubos vacutainer con EDTA, ciprofloxacina (CIP), vancomicina (VAN), tampón 
fosfato de sodio (PBS), asa curva metálica, cajas de Petri NEST, placas de test P6 Pozos fondo Plano, 
TC Estéril –NEST, Filtros Nylon Acrodisc 0,2 µm. Las cepas bacterianas Escherichia coli (ATCC 25922), 
Staphylococcus aureus (ATCC 25923), Enterococcus faecalis (ATCC 29212), Pseudomonas 
aeruginosa (ATCC 27853), fueron adquiridas de la ATCC. El OrgSn fue sintetizado y suministrado 
por el profesor Norberto Farfán del Departamento de Química Orgánica de la Facultad de Química 
de la Universidad Nacional Autónoma de México (UNAM). 
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4.2 Diseño metodológico 
 
El diseño metodológico incluyó las siguientes etapas: (i) Selección y síntesis de los péptidos 
derivados de la LfcinB y Buf. (ii). Diseño de los péptidos funcionalizados con moléculas de 
naturaleza no peptídica. Planteamiento de las rutas sintéticas, síntesis y funcionalización de los 
péptidos. (iii) Purificación y caracterización de los péptidos y (iv) Evaluación de la actividad 
antibacteriana de los péptidos frente a una cepa Gram positiva y una Gram negativa. 
 
4.3 Diseño y síntesis de los péptidos  
 
Los péptidos derivados de LfcinB y Buf con las secuencias: RRWQWR, RWQWRWQWR, RLLR y 
RLLRRLLR, fueron seleccionados para ser funcionalizados con moléculas de naturaleza no peptídica 
como son aminoácidos no naturales, compuestos organometálicos, fitoquímicos, moléculas 
antioxidantes y moléculas antibióticas (Figura 11). 
 






















En este trabajo se propuso la obtención de los péptidos LfcinB (20-25) RRWQWR, LfcinB (21-25)Pal 
RWQWRWQWR, Buf (32-35) RLLR y Buf (32-35)Pal RLLRRLLR como péptidos control y la 
funcionalización de cada uno de estos péptidos con Ahx, Fc, OrgSn, Oxo, Caf, Fer y Jug por el 
extremo N-terminal de la secuencia (Tabla 1). 
 
Tabla 1. Péptidos derivados de LfcinB y Buf diseñados en este trabajo. 
Molécula Péptido Secuencia 
 LfcinB (20-25) RRWQWR 
Controles 
LfcinB (21-25)Pal RWQWRWQWR 
Buf (32-35) RLLR 
  Buf (32-35)Pal RLLRRLLR 
 [Ahx]-LfcinB (20-25) Ahx-RRWQWR 
Ácido 6-aminohexanoico 
[Ahx]-LfcinB (21-25)Pal Ahx-RWQWRWQWR 
[Ahx]-Buf (32-35) Ahx-RLLR 
  [Ahx]-Buf (32-35)Pal Ahx-RLLRRLLR 
 [Fc]-Ahx-LfcinB (20-25) Fc-Ahx-RRWQWR 
Ferroceno 
[Fc]-Ahx-LfcinB (21-25)Pal Fc-Ahx-RWQWRWQWR 
[Fc]-Ahx-Buf (32-35) Fc-Ahx-RLLR 
  [Fc]-Ahx-Buf (32-35)Pal Fc-Ahx-RLLRRLLR 
Organotin IV [Sn]-Ahx-LfcinB (20-25) OrgSn-Ahx-RRWQWR 
 [Caf]-Ahx-LfcinB (20-25) Caf-Ahx-RRWQWR 
Ácido Caféico 
[Caf]-Ahx-LfcinB (21-25)Pal Caf-Ahx-RWQWRWQWR 
[Caf]-Ahx-Buf (32-35) Caf-Ahx-RLLR 
  [Caf]-Ahx-Buf (32-35)Pal Caf-Ahx-RLLRRLLR 
 [Fer]-Ahx-LfcinB (20-25) Fer-Ahx-RRWQWR 
Ácido Ferúlico 
[Fer]-Ahx-LfcinB (21-25)Pal Fer-Ahx-RWQWRWQWR 
[Fer]-Ahx-Buf (32-35) Fer-Ahx-RLLR 
  [Fer]-Ahx-Buf (32-35)Pal Fer-Ahx-RLLRRLLR 
 [Oxo]-Ahx-LfcinB (20-25) Oxo-Ahx-RRWQWR 
Ácido Oxolínico 
[Oxo]-Ahx-LfcinB (21-25)Pal Oxo-Ahx-RWQWRWQWR 
[Oxo]-Ahx-Buf (32-35) Oxo-Ahx-RLLR 
  [Oxo]-Ahx-Buf (32-35)Pal Oxo-Ahx-RLLRRLLR 




Como se puede observar en la figura 12, las moléculas orgánicas seleccionadas presentan 
diversidad estructural ya que comprenden compuestos OM, como el OrgSn y Fc que contiene varios 
anillos aromáticos. Los ácidos seleccionados también presentan diferencias en su estructura 
química que hace que cada uno de ellos tenga diferentes propiedades fisicoquímicas. Sin embargo, 
estas moléculas poseen en su estructura un grupo carboxilo lo cual permite conjugarlos al extremo 
N-terminal de los péptidos mediante un enlace amida, durante la SPPS. Para la incorporación de 
estas moléculas se utilizó un espaciador entre la secuencia peptídica y la molécula orgánica. 
 
Figura 12. Moléculas seleccionadas para funcionalizar los péptidos que contienen el grupo 
funcional ácido carboxílico 
 
 
En la figura 13 se muestra el procedimiento general para la funcionalización de los péptidos con las 
moléculas seleccionadas que poseen un grupo funcional ácido carboxílico en su estructura. 
Mediante la SPPS, se sintetizó la secuencia peptídica de interés sobre un soporte sólido, una vez se 
completó la secuencia de aminoácidos se unió un residuo de ácido 6-Aminohexanoico el cual se 
utilizó como espaciador para facilitar la síntesis. De esta forma, la molécula orgánica se unió al 
extremo amino del ácido aminohexanoico que previamente fue desprotegido. Luego se realizó el 




Figura 13. Esquema general de funcionalización del péptido LfcinB (20-25) con Ahx, Fc, OrgSn, Caf, 
Fer y Oxo. (1) Tetrafluoroborato de O-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N',N'-tetrametiluronio (TBTU)/ 





4.4 Síntesis química de los péptidos 
 
A través de la SPPS usando la estrategia Fmoc/tBu se obtuvieron los péptidos sintéticos derivados 
de la LfcinB y la Buf. El proceso se llevó a cabo mediante las etapas que se muestran en la Figura 14 
y que se describen a continuación [57]: 
 
Figura 14. Esquema de la síntesis del péptido RLLR utilizando SPPS y la estrategia Fmoc/tBu. En el 






4.4.1 Adecuación de la resina y remoción del grupo Fmoc 
 
La resina Rink amida (0,46 meq/g) se sometió a un proceso de hinchamiento con N,N, 
Dimetilformaamida (DMF) durante 2 h, con agitación constante (AC) y a temperatura ambiente 
(TA). 
Después la resina fue tratada dos veces con solución de desprotección (4-metilpiperidina al 2,5% 
en DMF) asistida por microondas durante 30 segundos, para remover el grupo Fmoc y disponer del 
grupo amino para incorporar el primer aminoácido [58]. Posteriormente se lavó la resina con DMF 
(6x) y Diclorometano (DCM) (3x), se realizó un monitoreo mediante el test de Kaiser que permitió 
determinar la presencia de los grupos amino libres (Figura 14). 
 
4.4.2 Reacción de activación de los Fmoc aminoácidos y acople del 
aminoácido a la resina 
 
Para la reacción de acople del aminoácido, los Fmoc-aminoácidos fueron preactivados utilizando la 
estrategia de éster modificado, se mezcló el Fmoc-aminoácido, N,N'-Diisopropilcarbodiimida (DCC), 
1-Hidroxi-6-clorobenzotriazol (6-Cl-HOBt) (1:1:1; 5 excesos respecto a los mEq de resina) en DMF, 
y se agitó por 15 min a TA. Después, el aminoácido activado fue adicionado a la resina desprotegida, 
se agitó y trató con microondas durante 30 segundos. La solución de acople se retiró mediante 
filtración, se lavó la resina con DMF (3x) y DCM (3x), y se realizó el test de Kaiser para monitorear 
la reacción (Figura 14). 
4.4.3 Reacción de monitoreo 
 
La reacción de monitoreo o test de Kaiser se realizó para determinar la presencia de los grupos 
amino libres. Para llevarla a cabo se requirieron las siguientes soluciones: 
 
Solución 1: 40 g de Fenol grado reactivo disuelto en 10 mL de EtOH absoluto. 
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Solución 2: 1 mL del stock de Cianuro de Potasio (KCN) (65 mg de KCN en 100 mL de agua) diluido 
en 50 mL de Piridina. 
Solución A: Mezcla de solución 1 y solución 2 en proporción 1:10, después de agitar y almacenar. 
Solución B: 1,25 g de Ninhidrina en 25 mL de EtOH, almacenado en la oscuridad. 
 
Para llevar a cabo la prueba, se tomó una fracción de la resina-péptido seca, se adicionaron las 
soluciones A y B en proporción 2:1 (v/v), se mezcló y sometió a calentamiento a 105°C por 5 min, 
tiempo al cual se observó el color de la solución. Una coloración azul indicó prueba positiva para la 
presencia de grupos aminos libres y una coloración amarilla prueba negativa (Figura 14).  
 
4.4.4 Reacción de desprotección del grupo alfa amino 
 
La remoción del grupo Fmoc de la resina-péptido se realizó tratándola con solución de 
desprotección (4-metilpiperidina al 2,5% en DMF (v/v)), con AC y microondas durante 30 segundos 
[58]. Luego, la resina se lavó con DMF (6x) y DCM (3x) para continuar con el acople del siguiente 
aminoácido. Mediante los pasos 4.3.2 al 4.3.4 se logró el acople de cada aminoácido (Figura 14). 
 
4.4.5 Reacción de desprotección de las cadenas laterales y desanclaje del 
péptido del soporte sólido 
 
Finalizada la incorporación de todos los aminoácidos de cada secuencia peptídica, se removió el 
grupo Fmoc del último aminoácido, se lavó la resina-péptido, se secó y se pesó. Después, la resina-
péptido seca fue tratada con solución de desprotección y desanclaje (1:10 p/v) que corresponde a 
TFA: Agua: EDT: TIPS (92,5:2,5:2,5:2,5 v/v), con AC a TA durante 6 a 8 h. Transcurrido este tiempo, 
se filtró la solución y se precipitó el péptido en un medio no polar por tratamiento con éter etílico 
frío. Luego la solución se centrifugó a 3000 rpm por 5 min, el sobrenadante se desechó y el 




4.5 Funcionalización de los péptidos 
 
En todos los casos la funcionalización de los péptidos se efectuó en el extremo N terminal de la 
cadena principal. 
 
 Péptidos funcionalizados con Ácido 6-Aminohexanoico 
 
La funcionalización de los péptidos se realizó conjugando el Fmoc-6-aminohexanoico (Ahx), el cual 
se activó con DCC y 6-Cl-HOBt (1:1:1; 5 excesos respecto a los mEq de resina) en DMF, y se agitó 
por 15 min a TA. Después, la mezcla de reacción se adicionó a la resina-péptido desprotegida, se 
agitó y trató con microondas durante 30 segundos. La solución se retiró mediante filtración, se lavó 
la resina con DMF (3x) y DCM (3x), y se realizó el test de Kaiser para monitorear la reacción. Después 
se realizó el desanclaje del péptido conjugado del soporte sólido siguiendo el proceso descrito en 
el numeral 4.3.5. 
 
 Péptidos funcionalizados con Ferroceno  
 
La funcionalización de los péptidos se realizó conjugando el ácido ferroceno carboxílico utilizando 
dos metodologías: 
1. Carbodiimidas. Se disolvió el ácido ferroceno carboxílico, N,N'-Diisopropilcarbodiimida (DIC), 
(1:1; 5 excesos respecto a los mEq de resina) en DMF, y se agitó por 15 min a TA. Después, la 
mezcla se adicionó a la resina-péptido desprotegido en el grupo alfa amino, se agitó durante 
24 h, para permitir la formación del enlace amida. La solución se retiró mediante filtración, se 
lavó la resina con DMF (3x) y DCM (3x), y se realizó el test de Kaiser para monitorear la 
reacción, cuando la prueba fue positiva se repitió el procedimiento hasta que el test fue 
negativo.  
2. Sales de Uronio. Se disolvió el ácido ferroceno carboxílico, TBTU y DIPEA (1:1:3; 5 excesos 
respecto a los mEq de resina) en DMF:DCM (1:1), y se agitó por 15 min a TA. Después, la mezcla 
se adicionó a la resina-péptido desprotegido en el grupo alfa amino y se agitó durante 24 h 
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protegido de la luz. Trascurrido este tiempo, se retiró la solución mediante filtración, se lavó 
la resina con DMF (3x) y DCM (3x), y se realizó el test de Kaiser para monitorear la reacción.  
 
Luego de acoplado el ácido Ferroceno carboxílico, se secó la resina-péptido y se realizó el 
desanclaje del péptido del soporte sólido siguiendo el proceso descrito en el numeral 4.3.5. 
 
 Péptidos funcionalizados con Organotin IV (OrgSn) 
 
La funcionalización de los péptidos con el Organotin IV se realizó como se describe a continuación. 
Se disolvió el Organotin IV y DIC (1:1; 5 excesos respecto a los mEq de resina) en DMF, y se agitó 
por 15 min a TA. Después, la mezcla se adicionó a la resina desprotegida, se agitó durante 24 h. La 
solución se retiró mediante filtración, se lavó la resina con DMF (3x) y DCM (3x), y se realizó el test 
de Kaiser para monitorear la reacción. Después se realizó el desanclaje del péptido conjugado del 
soporte sólido siguiendo el proceso descrito en el numeral 4.3.5. 
 
 Péptidos funcionalizados con Ácido Caféico, Ácido Ferúlico y Ácido 
Oxolínico 
 
Para estos casos, se disolvió el ácido correspondiente, TBTU y DIPEA (1:1:3; 5 excesos respecto a 
los mEq de resina) en DMF:DCM (1:1), y se agitó por 15 min a TA. Después, la mezcla se adicionó a 
la resina desprotegida y AC durante 24 h. Trascurrido este tiempo, se retiró la solución mediante 
filtración, se lavó la resina con DMF (3x) y DCM (3x), y se realizó el test de Kaiser para monitorear 
la reacción. Finalmente se secó la resina-péptido y se realizó el desanclaje del péptido del soporte 
sólido siguiendo el proceso descrito en el numeral 4.3.5. 
 
 Péptidos funcionalizados con Juglona 
 
Para este caso se utilizó una ruta sintética diferente a las demás funcionalizaciones. Primero se 
sintetizó y purificó el péptido C-Ahx-RLLR, el cual se funcionalizó con la Jug por reacción entre el 
grupo tiol de la cisteína y la quinona. Para esto, se disolvieron 5 mg del péptido puro en MeOH y 
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por separado 5 mg de Jug en MeOH. Después se mezclaron las soluciones metanólicas a TA, se 
centrifugó a 15.000 rpm durante 5 min y se monitoreó la reacción por RP-HPLC. 
 
4.6 Caracterización de los péptidos 
4.6.1 Caracterización por Cromatografía RP-HPLC 
 
El método analítico por RP-HPLC que fue utilizado para el análisis de los péptidos corresponde al 
previamente desarrollado en el grupo de Síntesis y Aplicación de Moléculas Peptídicas (SAMP). Este 
método emplea una fase móvil formada por el solvente A (Agua con TFA 0,05%) y solvente B 
(Acetonitrilo (ACN) con TFA 0,05%), efectuando un gradiente de 5% a 50% de Solvente B en 8 min, 
flujo de 2,0 mL/min, longitud de onda de 210 nm y una columna monolítica Chromolith® C18 (50 × 
4,6 mm). Se utilizó el cromatógrafo Agilent series 1260 y se inyectaron 10 μL de la solución del 
péptido (1 mg/mL) en el Solvente A (Agua: TFA 0.05%). 
4.6.2 Purificación por extracción en fase sólida (SPE) 
 
La purificación de los péptidos se llevó a cabo mediante el método de extracción en fase sólida (RP-
SPE) empleando columnas SPE LC-18 y tamaño de partícula 40-60 μm [59]. La columna fue activada 
con 3 volúmenes de MeOH, 3 volúmenes de Solvente A, 3 volúmenes de Solvente B y 3 volúmenes 
de Solvente A. Después el péptido se disolvió en el Solvente A y fue sembrado sobre la columna, 
luego se eluyó con soluciones de diferentes porcentajes de Solvente B conforme al programa 
diseñado para cada péptido. Finalmente, las fracciones que contenían el péptido puro se reunieron 




4.6.3 Análisis por Espectrometría de masas MALDI-TOF 
 
La relación masa/carga de los péptidos se determinó por espectrometría de masas MALDI-TOF 
(Matrix Assisted Laser Desorption Ionization -Time of Flight) utilizando un equipo Bruker Daltonics 
Microflex. El péptido (1 mg/mL) fue mezclado con la matriz: ácido α-ciano-4-hidroxicinámico (1 
mg/mL) en una relación 18:2,5 v/v. La mezcla fue aplicada sobre la placa porta muestra y secada 
para su lectura en modo de reflexión. La potencia del láser osciló entre 2700 y 3000 V. 
4.7 Evaluación de la actividad antibacteriana de los péptidos 
 
La evaluación de la actividad antibacteriana de los péptidos se realizó mediante la determinación 
de la Concentración Mínima Inhibitoria (MIC por sus siglas en inglés) y la Concentración Mínima 
Bactericida (MBC por sus siglas en inglés) en ensayos in vitro. Se utilizó el método de microdilución 
en caldo, siguiendo las directrices del centro de referencia, el Instituto de Estándares Clínicos y de 
Laboratorio (CLSI: Clinical & Laboratory Standards Institute) sobre las cepas bacterianas de 
Escherichia coli (ATCC 25922) y Staphylococcus aureus (ATCC 25923) [60]. Además, para los 
péptidos funcionalizados con Ahx y Fc se incluyeron las cepas Enterococcus faecalis (ATCC 29212) 
y Pseudomonas aeruginosa (ATCC 27853). 
4.7.1 Acondicionamiento de las cepas bacterianas 
 
Cada una de las cepas bacterianas fueron activadas de acuerdo con el protocolo establecido por la 
ATCC. Se realizaron 3 pases seriados hasta obtener una tasa de crecimiento óptima y para 
comprobar la morfología y confirmar la pureza se realizó tinción de Gram de la siguiente forma: 
Se tomó una muestra de la cepa, se extendió sobre un portaobjetos y se fijó. Luego, se agregó 
solución de cristal violeta y se esperó durante un min, transcurrido este tiempo se enjuagó la 
muestra con agua, se agregó lugol y se esperó durante 1 min aproximadamente. Después se 
adicionó alcohol acetona y se esperó durante 30 segundos. Finalmente se lavó con agua, se agregó 




4.7.2 Curvas de calibración 
 
Se realizó la curva de calibración para cada una de las cepas seleccionadas, para establecer la 
relación entre la cantidad de células (UFC) y la absorbancia (Abs) a 620 nm. Para esto, se preparó 
un inoculo inicial de cada cepa adicionando 2 o 3 colonias del cultivo de trabajo en 6 mL de caldo 
Infusión Cerebro Corazón (BHI por sus siglas en inglés) e incubándolo de 18 a 24 h. A partir de este, 
se realizaron las diluciones seriadas en base 2 con agua peptonada. Después, se distribuyó cada 
dilución en una placa multipozos realizando diluciones seriadas en base 10 y se realizó la lectura de 
la absorbancia del microplato en un lector de microplacas Asys Expert Plus a 620 nm. A 
continuación, se tomaron 200 μL de cada una de las diluciones establecidas para conteo, así como 
de agua peptonada (control negativo). Esta dispersión se colocó en una caja de Petri, se agregaron 
aproximadamente 15 mL del medio Agar Plate Count (PCA) y se agitó cada caja suavemente con el 
fin de distribuir el inóculo homogéneamente, se dejó solidificar el medio y se incubó por 48 h a 
37°C en atmósfera aerobia. Transcurrido el tiempo de incubación, se realizó el conteo de las 
unidades formadoras de colonias (UFC) de cada caja de Petri. Se graficó la curva de calibración, en 
el eje de las ordenadas (eje Y) la absorbancia obtenida de las diluciones en base 2, y en el eje de las 
abscisas (eje X) las UFC/mL (los datos de las UFC por la dilución respectiva y la división por el factor 
de dilución de 0,2). Por último, se realizó la comprobación de la curva. 
 
4.7.3 Determinación de la Concentración Mínima Inhibitoria (MIC) 
 
Este ensayo se llevó a cabo siguiendo el método de microdilución en caldo, según las normas del 
CLSI [60]. En una caja multipozos se adicionaron 90 µL de caldo Mueller Hinton (MH) y 90 µL del 
péptido (200 µg/mL). Se realizaron diluciones en base 2 (200, 100, 50, 25, 12,5 y 6,2 µg/mL). 
Después, se agregaron 10 µL del inoculo bacteriano, ajustado según la ecuación obtenida con la 
curva de calibración (5 x 105 UFC/mL) y se incubaron por 24 h a 37°C. Transcurrido el periodo de 
incubación, se midieron las absorbancias a 620 nm en el lector de ELISA HumaReader HS. Control 
negativo (agua destilada estéril). Controles positivos Ciprofloxacina (CIP) para E. coli (ATCC 25922) 
(0,2 µg/mL) y P. aeruginosa (ATCC 27853) (0,4 µg/mL). Vancomicina (VAN) para S. aureus (ATCC 
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25923) (3,2 µg/mL) y E. faecalis (ATCC 29212) (3,2 µg/mL). Control de crecimiento, la cepa 
bacteriana en caldo MH.  
4.7.4 Determinación de la Concentración Mínima Bactericida (MBC) 
 
Para la determinación de la MBC, se realizó un sub-cultivo en una placa de Agar MH, de cada una 
de las concentraciones evaluadas en la técnica de microdilución en caldo en donde no se observó 
crecimiento visible y de los controles. Se tomó con la punta de un asa la muestra, se extendió sobre 
la placa de agar y se incubó por 24 h a 37°C. Todos los péptidos se evaluaron por duplicado. La 
acción bactericida corresponde a la concentración mínima del péptido en donde no se presenta 
crecimiento. Los controles fueron: Control de crecimiento (T) que corresponde al inóculo en el 
caldo MH, Control negativo (Control -) que es el caldo MH, Control positivo (Control +) que 
corresponde al antibiótico; para E. coli y P. aeruginosa se utilizó Ciprofloxacina (CIP) 0,2 µg/mL y 





5. Resultados y discusión 
Los resultados y la discusión se presentan por capítulos de la siguiente forma:  
 
Capítulo 1.  
Síntesis, purificación y caracterización de los péptidos  
1.1. Péptidos control. 
1.2. Péptidos funcionalizados con Ahx. 
1.3. Péptidos funcionalizados con Jug. 
1.4. Péptidos funcionalizados con Fc. 
1.5. Péptidos funcionalizados con OrgSn. 
1.6. Péptidos funcionalizados con Caf. 
1.7. Péptidos funcionalizados con Fer. 
1.8. Péptidos funcionalizados con Oxo. 
 
Capítulo 2.  
Evaluación de la actividad antibacteriana de los péptidos  
2.1. Curvas de calibración 
2.2. Determinación de la MIC y MBC 
2.2.1. Péptidos funcionalizados de la familia RRWQWR 
2.2.2. Péptidos funcionalizados de la familia RWQWRWQWR 
2.2.3. Péptidos funcionalizados de la familia RLLR 







Anexo 1. En este anexo se muestra para cada péptido sintetizado su estructura y secuencia de 
aminoácidos (sección A), comportamiento de la síntesis (sección B), caracterización del péptido por 
RP-HPLC (sección C) y espectro de masas MALDI-TOF (sección D).  
Anexo 2. En este anexo se incluyen los mecanismos de reacción asociados a la síntesis química de 
los péptidos obtenidos. 
 
Capítulo 1. Síntesis, purificación y caracterización de los péptidos  
 
En este trabajo se obtuvieron péptidos que contienen las secuencias derivadas de la LfcinB 
(RRWQWR y RWQWRWQWR) y Buf (RLLR y RLLRRLLR), los cuales fueron funcionalizados con siete 
moléculas diferentes como el Ahx, Fc, OrgSn, Jug y los ácidos Caf, Fer y Oxo (Tabla 1), para 
establecer si la incorporación de estas moléculas a las secuencias potencian su actividad 
antibacteriana [8]. Todos los péptidos fueron sintetizados a través de la SPPS usando la estrategia 
Fmoc/tBu manual, purificados por cromatografía RP-SPE y caracterizados por cromatografía RP-
HPLC y espectrometría de masas MALDI-TOF. Se obtuvieron los péptidos sin funcionalizar para ser 
utilizados como control y la funcionalización de las secuencias se realizó en el extremo N terminal 
del péptido durante la SPPS. El Ahx se utilizó para funcionalizar los péptidos y también como 
molécula espaciadora para facilitar la síntesis de los péptidos funcionalizados con Fc, OrgSn, Caf, 
Fer y Oxo. Para la funcionalización de la Jug se sintetizaron los péptidos adicionando un residuo de 
cisteína en el extremo N-terminal para permitir la unión de la Jug mediante una reacción de adición 
de Michael. 
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Tabla 2. Caracterización de los péptidos obtenidos por RP-HPLC y espectrometría de masas MALDI-
TOF. 
    RP-HPLC 








 LfcinB (20-25) 4,0 98 985,55 986,51 
Controles 
LfcinB (21-25)Pal 5,8 99 1485,76 1485,12 
Buf (32-35) 2,9 97 555,40 556,20 
  Buf (32-35)Pal 4,3 96 1093,77 1094,45 
 [Ahx]-LfcinB (20-25) 4,3 98 1098,63 1099,62 
Ácido                                              
6-aminohexanoico 
[Ahx]-LfcinB (21-25)Pal 5,8 97 1598,85 1600,23 
[Ahx]-Buf (32-35) 3,1 98 668,48 670,38 
  [Ahx]-Buf (32-35)Pal 5,2 97 1206,85 1207,34 
 [Fc]-Ahx-LfcinB (20-25) 6,0 92 1310,62 1311,86 
Ferroceno 
[Fc]-Ahx-LfcinB (21-25)Pal 6,8 91 1810,84 1812,24 
[Fc]-Ahx-Buf (32-35) 6,2 96 880,47 882,32 
  [Fc]-Ahx-Buf (32-35)Pal 7,2 97 1418,84 1419,52 
Organotin IV [Sn]-Ahx-LfcinB (20-25) 5,5 92 1603,66 1197,72 
 [Caf]-Ahx-LfcinB (20-25) 5,1 71 1260,66 1261,34 
Ácido Caféico 
[Caf]-Ahx-LfcinB (21-25)Pal 6,3 73 1760,88 1762,81 
[Caf]-Ahx-Buf (32-35) 5,1 95 830,51 832,46 
  [Caf]-Ahx-Buf (32-35)Pal 6,4 92 1368,88 1369,99 
 [Fer]-Ahx-LfcinB (20-25) 5,5 93 1274,68 1275,73 
Ácido Ferúlico 
[Fer]-Ahx-LfcinB (21-25)Pal 6,5 81 1774,90 1773,42 
[Fer]-Ahx-Buf (32-35) 5,5 70 844,53 846,40 
  [Fer]-Ahx-Buf (32-35)Pal 6,7 87 1382,90 1383,50 
 [Oxo]-Ahx-LfcinB (20-25) 5,8 81 1341,68 1343,46 
Ácido Oxolínico 
[Oxo]-Ahx-LfcinB (21-25)Pal 6,9 78 1841,90 1843,55 
[Oxo]-Ahx-Buf (32-35) 6,0 87 911,53 912,92 





1.1. Péptidos control 
 
Los péptidos control corresponden a los péptidos sin funcionalizar: RRWQWR, RWQWRWQWR, 
RLLR y RLLRRLLR. La síntesis de estos péptidos fue realizada por SPPS utilizando para la reacción de 
desprotección 4-metilpiperidina diluida al 2,5% en DMF. Metodología que fue desarrollada para 
reducir los costos de síntesis y mitigar el impacto ambiental y en la salud. Los resultados muestran 
que la eliminación del grupo Fmoc utilizando esta concentración de 4- metilpiperidina es completa 
y permite obtener péptidos cortos con alta pureza y buen rendimiento mediante la SPPS-Fmoc / 
tBu. El aporte de este trabajo permitió establecer que esta metodología puede ser implementada 
de manera rutinaria en la síntesis manual de péptidos utilizando la estrategia SPPS-Fmoc / tBu [58]. 
Por otra parte, nuestros resultados muestran que la síntesis de los péptidos control solo requirieron 
de un ciclo de acople para unir cada aminoácido a la cadena peptídica creciente lo cual fue 
determinado mediante el test de Kaiser (Anexo 1). Así mismo, se evidenció que las condiciones de 
desanclaje del péptido del soporte sólido y para la desprotección de las cadenas laterales de los 
aminoácidos fueron las indicadas; relación resina-péptido: solución de clivaje (1:10 p/v), coctel de 
clivaje: TFA: Agua: EDT: TIPS (92,5:2,5:2,5:2,5 v/v) y se requirió entre 6 – 8 h para completar la 
reacción  
 
Los péptidos sintetizados fueron purificados mediante RP-SPE empleando columnas SPE LC-18. 
Para esto, se diseñó un programa de purificación con concentraciones crecientes de solvente B de 
acuerdo con un modelo matemático basado en los tiempos de retención obtenidos de la 
cromatografía RP-HPLC analítica, que permite predecir la concentración de ACN en la que el 
péptido eluye en RP-SPE [59]. De esta forma, cada péptido requirió de un gradiente de elución 
particular de acuerdo a su hidrofobicidad, que hizo posible su purificación. Además se lograron 
purificar los péptidos control y los péptidos funcionalizados a pesar de la diversidad estructural y 
de propiedades fisicoquímicas, demostrando así la versatilidad de este método de purificación [59]. 
Los péptidos obtenidos presentaron purezas cromatográficas superiores al 95% (Tabla 2, sección C 
de las figuras del Anexo 1). Los péptidos fueron caracterizados por espectrometría de masas 
MALDI-TOF y en todos los casos se observa la señal principal correspondiente a la relación m/z del 
ion [M+H]+, donde M es la masa monoisotópica de la especie esperada (Tabla 2) y cuyo espectro se 
encuentran en la sección D de las figuras del Anexo 1. 
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A manera de ejemplo, en la figura 15 se muestran los resultados de la síntesis del péptido Buf (32-
35)Pal. La estructura y secuencia de aminoácidos se encuentra en el panel A, el número de ciclos de 
acople requeridos durante la síntesis para cada aminoácido en el panel B. En el panel C se encuentra 
el perfil cromatográfico por RP-HPLC del péptido puro, el cual muestra una especie mayoritaria con 
tR = 4,3 min y en el panel D, el espectro de masas MALDI-TOF que muestra una única señal en m/z 
de 1094,45, correspondiente a la señal [M+H]+ que se encuentra conforme a lo esperado 1093,77. 
 
Figura 15. Péptido Buf (32-35)Pal. (A) Estructura. (B) Número de ciclos de acople requeridos para 
cada aminoácido durante la síntesis. (C) Perfil cromatográfico por RP-HPLC del péptido puro (D) 
Espectro de masas MALDI-TOF. 
 
1.2. Péptidos funcionalizados con Ácido 6-Aminohexanoico 
 
La síntesis de los péptidos funcionalizados con Ahx se realizó incorporando el Fmoc-Ahx al extremo 
N-terminal de la secuencia, el cual solo necesitó un ciclo de reacción para completar el acople, 
demostrando que la estrategia de activación (DCC/HOBt) utilizada fue la adecuada. La 
incorporación de Ahx confiere hidrofobicidad a los péptidos lo que concuerda con los tR obtenidos 
en el análisis cromatográfico (Tabla 2). La inclusión del Ahx no afectó el proceso de clivaje ya que 
se requirieron las mismas condiciones utilizadas en la reacción de desanclaje y remoción de los 
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grupos protectores de las cadenas laterales para los péptidos control. La caracterización por RP-
HPLC permitió evidenciar la presencia de una única especie en todos los casos y los productos 
purificados presentaron purezas cromatográficas superiores al 96% (Tabla 2). Como ejemplo se 
muestran los resultados obtenidos para el péptido [Ahx]-Buf (32-35)Pal (Figura 16), se observa una 
especie mayoritaria con tR = 5,2 min y el espectro de masas MALDI-TOF muestran una señal 
principal correspondiente a la relación m/z del ion [M+H]+ (1207,34) que concuerda con la masa del 
péptido [Ahx]-Buf (32-35)Pal esperada (1206,85) (Tabla 2 y Figura 16). 
 
Figura 16. Péptido [Ahx]-Buf (32-35)Pal. (A) Estructura. (B) Perfil cromatográfico por RP-HPLC del 
péptido puro (C) Espectro de masas MALDI-TOF. 
 
1.3. Péptidos funcionalizados con Juglona 
 
La conjugación de las secuencias peptídicas con Jug requirió explorar una ruta sintética diferente a 
la utilizada en la funcionalización de los demás péptidos, debido a que la Jug no posee en su 
estructura el grupo funcional ácido carboxílico. Teniendo en cuenta que la Jug puede reaccionar 
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con nucleófilos como tioles a través de una reacción de adición de Michael [43], la ruta sintética 
diseñada consistió en incorporar un residuo de cisteína (Cys) en el extremo N-terminal de la 
secuencia, luego el péptido purificado fue sometido a una reacción de adición de Michael en 
solución, entre el grupo tiol de la cisteína y el grupo quinona de la Jug [43]. Para esto, primero la 
reacción fue estandarizada utilizando la Cys y la Jug, para determinar la factibilidad de la reacción 
y las condiciones experimentales óptimas para lograr la posterior funcionalización del péptido. Para 
esto, se realizó la reacción en diferentes solventes (EtOH, ACN, MeOH y agua), a TA, AC y utilizando 
excesos de Jug respecto a la Cys. Las reacciones fueron monitoreadas por cromatografía RP-HPLC 
teniendo en cuenta que la Cys no absorbe radiación en la región UV y que la Jug presenta un tR= 
5,0 min. Los resultados se muestran en la Figura 17, donde se incluyen los perfiles cromatográficos 
obtenidos para cada reacción.  
 
Figura 17. Monitoreo de la reacción de adición de Michael entre la Cys y la Jug empleando 
diferentes solventes: Perfiles cromatográficos de la mezcla de reacción: Agua (A), Acetonitrilo (B), 
Etanol (C) y Metanol (D). 
 
 
El perfil cromatográfico correspondiente a la mezcla de reacción utilizando agua como solvente no 
muestra ninguna señal lo que evidencia que la reacción no procede (Figura 17 A). Cuando la 
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reacción se realizó en ACN o EtOH los perfiles cromatográficos muestran únicamente la señal de la 
Jug (tR= 5,0 min), indicando que no hay formación del producto Cys-Jug (figura 17 B y C). Cuando la 
reacción se realizó en MeOH, el perfil cromatográfico de la mezcla de reacción muestra varias 
señales donde dos son mayoritarias que corresponden a la Jug en exceso y una señal con tR= 3,6 
min que correspondería al producto de reacción Cys-Jug (Figura 17 D). Lo anterior concuerda con 
el hecho de que el producto de reacción Cys-Jug será más polar que la Jug, debido a la presencia 
de los grupos alfa amino y alfa carboxilo del aminoácido (Figura 17 D y Figura 18).  
 




Gracias a lo anterior, se concluyó que la reacción entre la Cys y la Jug procede cuando se utiliza 
como solvente el MeOH (Figura 17 D). Con base en los resultados obtenidos, se realizó la reacción 
entre el péptido C-Ahx-RLLR purificado y la Jug utilizando como solvente el MeOH y las mismas 
condiciones experimentales (exceso de Jug, TA, AC). La reacción fue monitoreada por RP-HPLC y el 
perfil cromatográfico de la mezcla de reacción muestra las señales correspondientes al péptido C-
Ahx-RLLR con un tR = 3,8 min, la Jug con un tR = 5,0 min y un producto de reacción con tR = 6,5 min 
(Figura 19). El péptido conjugado Jug-C-Ahx-RLLR presentó un tR mayor al del péptido C-Ahx-RLLR 
y de la Jug, ya que la unión de la Jug al péptido por medio del grupo tiol de la Cys hace que el 
producto de reacción sea menos polar. Teniendo en cuenta lo anterior, se requiere realizar más 
ensayos para optimizar la funcionalización de péptidos con la Jug mediante esta ruta sintética, por 
lo que se decidió no realizar la funcionalización de las otras secuencias. 
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Figura 19. Reacción de Michael entre la Jug y el péptido C-Ahx-RLLR en MeOH. 
 
1.4. Péptidos funcionalizados con Ferroceno 
 
Los péptidos fueron funcionalizados con el Fc durante la SPPS utilizando el ácido ferroceno 
carboxílico. La estrategia de funcionalización se basó en la formación del enlace amida entre el 
ácido ferroceno carboxílico y el grupo amino del extremo N-terminal del Ahx-péptido unido a la 
resina (figura 13). En la síntesis del péptido [Fc]-Ahx-LfcinB (20-25), se requirieron tres ciclos de 
reacción para completar el acople del Fc a la secuencia peptídica cuando se utilizó DCC como 
activador, mostrando que este mecanismo de activación no es el más adecuado para la 
incorporación del OM. Por lo anterior, se exploraron otras estrategias para el acople del OM, en 
este caso se utilizó DIC como activador requiriéndose tres ciclos de reacción para completar la 
incorporación del OM a la cadena peptídica. La tercera estrategia desarrollada fue utilizando sales 
de uronio, para esto el Fc fue mezclado con TBTU y DIPEA (1:1:3; 5 excesos respecto a los mEq de 
resina) en DMF:DCM (1:1) y protegido de la luz. Mediante esta estrategia solo se requirió de un 
ciclo de reacción para la incorporación del Fc, lográndose optimizar el proceso de síntesis de los 
péptidos conjugados con el Fc. Para el clivaje de los péptidos funcionalizados con Fc se requirieron 
las mismas condiciones experimentales utilizadas para los péptidos control. Lo anterior permite 
establecer que las condiciones de clivaje utilizada son adecuadas para la síntesis de péptidos 
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conjugados con Fc y no se requiere reemplazar el agua por fenol para evitar el rompimiento de la 
molécula de Fc como ha sido reportado por otros autores [24,29,34]. El perfil cromatográfico de 
los productos crudos presentó una especie mayoritaria en todos los casos (Anexo 1) que 
corresponde al péptido conjugado debido a que el péptido sin funcionalizar presentó un tR 
diferente (Tabla 2). El proceso de purificación fue efectuado mediante RP-SPE y permitió obtener 
los péptidos con una pureza superior al 90% (Tabla 2). El perfil cromatográfico del péptido crudo 
[Fc]-Ahx-LfcinB (20-25) muestra una señal principal con pureza cromatográfica del 66% y algunos 
subproductos de síntesis (Figura 20 A). El perfil cromatográfico del péptido [Fc]-Ahx-LfcinB (20-25) 
purificado presentó una pureza cromatográfica del 92% indicando que el proceso de purificación 
fue eficiente (Figura 20). 
La incorporación del Fc a los péptidos les confirió mayor hidrofobicidad (Tabla 2) ya que los tR 
fueron mayores para cada péptido comparado con su análogo no funcionalizado, por ejemplo el 
péptido [Ahx]-LfcinB (21-25)Pal presentó tR = 5,8 min mientras que el péptido [Fc]-Ahx-LfcinB (21-
25)Pal presentó un tR = 6,8 min. En forma similar, el péptido [Ahx]-Buf (32-35) con un tR = 3,1 min al 
incorporarle el Fc pasó a tener un tR= 6,2 min. 
Los espectros de masas MALDI-TOF obtenidos muestran que la señal principal corresponde a la 
relación m/z del ion [M+H]+ de la especie esperada (Tabla 2; Figura 20C). También se registra una 
señal con una relación m/z (1191, 60) que corresponde a menos 120 unidades de la masa esperada 
y que no coincide con la masa del péptido sin funcionalizar. Esta señal se atribuye a la pérdida de 
uno de los anillos de ciclopentanodienilo posiblemente durante el proceso de ionización de la 
muestra, lo que concuerda con lo observado en trabajos anteriores donde se reportó este mismo 
comportamiento en el análisis por espectrometría de masas MALDI TOF del péptido Fc-Ahx-
SPINNTKPHEAR [61]. Además, en el análisis por espectrometría de masas MALDI TOF de todos los 
péptidos también se observó la presencia de una especie cuya relación m/z tiene 120 u menos que 
el producto esperado. A manera de ejemplo se muestra en la figura 21 el espectro de masas del 
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Figura 20. Péptido [Fc]-Ahx-LfcinB (20-25). (A) Estructura. (B) Perfil cromatográfico por RP-HPLC del 










1.5. Péptidos funcionalizados con Organotin IV (OrgSn) 
 
La síntesis del péptido [Sn]-Ahx-LfcinB (20-25) se llevó a cabo según el protocolo descrito en la 
metodología y la conjugación del compuesto OM solo requirió de un ciclo de acople el cual fue 
monitoreado por el test de Kaiser. El clivaje del péptido funcionalizado fue realizado de la misma 
manera utilizada para los demás péptidos y el producto crudo presentó una especie mayoritaria en 
el análisis cromatográfico. La purificación fue llevada a cabo mediante RP-SPE y permitió obtener 
el péptido con una pureza superior al 90% (Tabla 2). En la figura 22 se observa que la incorporación 
del OrgSn al péptido le confirió mayor hidrofobicidad, que se refleja en el aumento del tR en 1,2 
min (Tabla 2). Sin embargo, el espectro de masas MALDI-TOF obtenido para el péptido [Sn]-Ahx-
LfcinB (20-25), no muestra la señal correspondiente a la relación m/z de 1604,67 esperada (Tabla 
2) ni tampoco a la secuencia del péptido sin funcionalizar (1098,63), por lo que se infiere que el 
OrgSn sufrió una escisión parcial durante el clivaje. Teniendo en cuenta estos resultados se sugiere 
plantear otro diseño de síntesis para la funcionalización de péptidos con esta molécula y por lo 
tanto se decidió no sintetizar y funcionalizar los otros análogos propuestos. 
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Figura 22. Péptido [Sn]-Ahx-LFcinB (20-25). (A) Estructura. (B) Perfil cromatográfico por RP-HPLC 
del péptido puro (C) Espectro de masas MALDI-TOF. 
 
 
1.6. Péptidos funcionalizados con Ácido Caféico 
 
La síntesis de los péptidos funcionalizados con Caf requirieron de un solo ciclo para el acople del 
ácido utilizando TBTU y DIPEA como activadores. El clivaje de los péptidos se realizó durante 6-8 h 
utilizando la mezcla de clivaje utilizada con los péptidos control. El perfil cromatográfico de los 
productos crudos muestra una especie mayoritaria y la presencia varias especies (Figura 23). Los 
productos purificados presentaron una especie mayoritaria con purezas cromatográficas entre el 
71-95 %. En la Figura 23 se muestra el perfil cromatográfico del péptido crudo [Caf]-Ahx-Buf (32-
35) en donde el producto crudo presentó una pureza cromatográfica del 51% y después del proceso 
de purificación la pureza cromatográfica fue del 95%. Se evidenció que la presencia de especies no 
deseadas cuyos picos cromatográficos presentaron áreas superiores al 30%, dificultó el proceso de 
purificación y afectó los rendimientos. Sin embargo, a pesar de esto, fue posible obtener los 
péptidos funcionalizados con una pureza superior al 70% para los péptidos [Caf]-Ahx-LfcinB (20-25) 
y [Caf]-Ahx-LfcinB (21-25)pal, y con pureza superior al 90% para los péptidos [Caf]-Ahx-Buf (32-35) y 
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[Caf]-Ahx-Buf (32-35)pal (Tabla 2). La inclusión del Caf a los péptidos aumenta su hidrofobicidad, 
como se observa en los tR que se incrementaron comparados con el tR de los péptidos control (Tabla 
2). Los espectros de masas MALDI-TOF de los productos purificados muestran una única señal m/z 
que corresponde a la especie esperada. A manera de ejemplo se muestra en la figura 23 panel C el 
espectro de masas obtenido para el péptido [Caf]-Ahx-Buf (32-35) que muestra una única señal m/z 
de 832,46 correspondiente al ion [M+H]+. 
 
Figura 23. Péptido [Caf]-Ahx-Buf (32-35). (A) Estructura. (B) Perfil cromatográfico por RP-HPLC del 
péptido crudo y del péptido puro (derecha) (C) Espectro de masas MALDI-TOF. 
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1.7. Péptidos funcionalizados con Ácido Ferúlico 
 
La síntesis de los péptidos funcionalizados con Fer, requirió de un solo ciclo de reacción de acople 
utilizando TBTU y DIPEA como activadores. El clivaje de los péptidos funcionalizados con Fer se 
llevó a cabo durante 6-8 h utilizando la mezcla de clivaje estándar. En el proceso de caracterización 
se observó la formación de dos especies mayoritarias, las cuales fueron separadas mediante el 
proceso de purificación por RP-SPE. La especie con el menor valor de tR corresponde al péptido 
funcionalizado ya que los espectros de masas MALDI-TOF corresponden a la relación m/z esperada. 
Se obtuvieron los péptidos funcionalizados con purezas entre 70 y 90%, lo anterior debido a la 
presencia de especies que dificultó la separación y purificación. A manera de ejemplo, se muestra 
en la Figura 24 el perfil cromatográfico del péptido crudo [Fer]-Ahx-LfcinB (20-25) en el que se 




Figura 24. Péptido [Fer]-Ahx-LfcinB (20-25). (A) Estructura. (B) Perfil cromatográfico por RP-HPLC 
del péptido crudo y del péptido puro (derecha) (C) Espectro de masas MALDI-TOF. 
 
 
La funcionalización de los péptidos con Fer les confirió mayor hidrofobicidad, como se observa en 
los tR (Tabla 2).  
 
1.8. Péptidos funcionalizados con Ácido Oxolínico 
 
La funcionalización de los péptidos con Oxo se realizó utilizando TBTU y DIPEA como activadores y 
solo se requirió un solo ciclo de reacción de acople. El perfil cromatográfico del producto crudo 
[Oxo]-Ahx-LfcinB (21-25)Pal presentó dos especies (Figura 25). 
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Figura 25. Péptido [Oxo]-Ahx-LfcinB (21-25)Pal. (A) Estructura. (B) Perfil cromatográfico por RP-HPLC 
del péptido crudo y del péptido puro (derecha) (C) Espectro de masas MALDI-TOF. 
 
 
El proceso de purificación permitió la separación de las dos especies y la especie con tR= 6,9 min 
presentó la relación m/z esperada determinada por espectrometría de masas MALDI-TOF. Los 
espectros cromatográficos de todos los péptidos conjugados con Oxo presentaron purezas 
cromatográficas entre 66 y 90%. La incorporación del Oxo a las secuencias peptídicas logró 
conferirles mayor hidrofobicidad como se observa en los tiempos de retención (Tabla 2). 
 
En resumen, mediante este trabajo fue posible establecer las condiciones experimentales para la 
funcionalización de péptidos lineales derivados de LfcinB y Buf en el extremo N-terminal utilizando 
la SPPS Fmoc/tBu. Se evaluaron diferentes estrategias de eliminación del grupo Fmoc, lográndose 
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reducir significativamente la concentración de 4-metilpiperidina. Por otra parte, se evaluaron 
diferentes estrategias de acople como éster simple y éster modificado utilizando carbodiimidas y 
sales de uronio empleando TBTU. Se establecieron cuales estrategias de acople son las más 
eficientes para unir las moléculas a la cadena peptídica para su funcionalización, y se estableció 
que la eficiencia de la estrategia de acople depende de la molécula a conjugar y de la cadena 
peptídica, cumpliéndose así la hipótesis planteada. En este trabajo se obtuvieron 24 péptidos 
purificados y caracterizados por cromatografía RP-HPLC y espectrometría de masas MALDI-TOF 
(Tabla 2). Los péptidos control y los péptidos funcionalizados con Ahx, Fc, Fer, Caf y Oxo fueron 
seleccionados para realizar los ensayos de actividad antibacteriana. 
Capítulo 2. Evaluación de la actividad antibacteriana de los 
péptidos 
 
La evaluación de la actividad antibacteriana de los péptidos incluyó la determinación de la MIC y la 
MBC en las cepas E. coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC 25923, además para los péptidos 
funcionalizados con Ahx y Fc también se incluyeron las cepas E. faecalis ATCC 29212 y P. aeruginosa 
ATCC 27853. Se utilizaron como controles los péptidos sin funcionalizar (Tabla 1). 
 
2.1. Curvas de calibración 
 
Se elaboraron las curvas de calibración para cada una de las cepas bacterianas a partir de la relación 
entre la cantidad de UFC/mL y la absorbancia a 620 nm (Figura 26). Las curvas obtenidas 
presentaron una relación lineal entre las UFC y la absorbancia por lo que fueron ajustadas usando 
el método de mínimos cuadrados y se determinó la ecuación de la recta. 
 
Resultados y Discusión 59 
 
Figura 26. Curvas de calibración de las cepas bacterianas. 
 
2.2. Determinación de la MIC y MBC 
 
A manera de ejemplo se presenta la forma en que se determinó el MIC del péptido [Ahx]-LfcinB 




Figura 27. Actividad antibacteriana del péptido [Ahx]-LfcinB (21-25)Pal. Determinación de la MIC 




Así mismo, como ejemplo se presentan los datos obtenidos en la determinación del MBC del 
péptido [Fc]-Ahx-Buf (32-35)Pal frente a S. aureus ATCC 25923, el valor de MBC fue de 100 µg/mL 
(70 µM) (Figura 28). 
 
Figura 28. Actividad antibacteriana del péptido [Fc]-Ahx-Buf (32-35)Pal. Determinación de la MBC 
frente a S. aureus ATCC 25923. Los valores corresponden a la concentración del péptido en µg/mL. 
Control negativo (-), Control positivo (+) Control de crecimiento (T) y Control técnica (CT). 
 
  
Los resultados de la actividad antibacteriana de los péptidos, con base en los valores de la MIC y 
MBC sobre las cepas E. coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC 25923 se presentan en la tabla 3. 
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Tabla 3. Actividad antibacteriana frente a E. coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC 25923 de los 
péptidos. MIC y MBC en µM. 
  E. coli ATCC 25922 S. aureus ATCC 25923 
Péptido MIC/MBC MIC/MBC  
LfcinB (20-25) 203/203 203/>203 
[Ahx]-LfcinB (20-25) 182/182 >182/>182 
[Fc]-Ahx-LfcinB (20-25) 76/76 153/153 
[Caf]-Ahx-LfcinB (20-25) 79/159 159/159 
[Fer]-Ahx-LfcinB (20-25) 157/157 39/78 
[Oxo]-Ahx-LfcinB (20-25) 75/149 37/149 
LfcinB (21-25)Pal 17/34 135/>135 
[Ahx]-LfcinB (21-25)Pal 63/63 16/16 
[Fc]-Ahx-LfcinB (21-25)Pal >110/>110 55/>110 
[Caf]-Ahx-LfcinB (21-25)Pal 57/57 28/114 
[Fer]-Ahx-LfcinB (21-25)Pal 113/113 56/113 
[Oxo]-Ahx-LfcinB (21-25)Pal 7/7 54/109 
Buf (32-35) >360/>360 >360/>360 
[Ahx]-Buf (32-35) >299/>299 >299/>299 
[Fc]-Ahx-Buf (32-35) 227/227 >227/>227 
[Caf]-Ahx-Buf (32-35) >241/>241 60/241 
[Fer]-Ahx-Buf (32-35) >237/237 237/>237 
[Oxo]-Ahx-Buf (32-35) 110/110 27/27 
Buf (32-35)Pal 91/183 >183/>183 
[Ahx]-Buf (32-35)Pal 166/166 166/166 
[Fc]-Ahx-Buf (32-35)Pal 70/141 35/70 
[Caf]-Ahx-Buf (32-35)Pal 37/73 73/146 
[Fer]-Ahx-Buf (32-35)Pal 36/72 36/72 
[Oxo]-Ahx-Buf (32-35)Pal 34/69 17/17 
[Fc] >869/>869 >869/>869 
[Caf] >1111/>1111 >1111/>1111 
[Fer] >1031/>1031 >1031/>1031 




2.2.1. Péptidos funcionalizados de la familia RRWQWR 
 
La actividad antibacteriana de los péptidos fue evaluada frente a E. coli ATCC 25922, para esta cepa 
bacteriana, se encuentra que todos los péptidos funcionalizados que contienen el motivo 
RRWQWR presentaron menores valores de MIC y MBC en comparación con el péptido control. Los 
péptidos con mayor actividad antibacteriana fueron [Oxo]-Ahx-RRWQWR, [Caf]-Ahx-RRWQWR y 
[Fc]-Ahx-RRWQWR con valores de MIC de 75, 76 y 79 µM respectivamente. Lo anterior sugiere que 
la inclusión del Oxo, Caf o Fc potencia la actividad antibacteriana del motivo mínimo de actividad 
RRWQWR contra E. coli ATCC 25922. Nuestros resultados están de acuerdo con reportes previos 
que muestran que la inclusión de compuestos OM o de antibióticos a la secuencia RRWQWR le 
confiere mayor actividad antibacteriana frente a esta cepa bacteriana [23,34]. Para este caso 
podemos establecer que el incremento de la actividad antibacteriana causada por la conjugación 
de la secuencia RRWQWR con Oxo, Caf o Fc está de acuerdo con la hipótesis planteada para este 
trabajo. 
Todos los péptidos funcionalizados presentaron mayor actividad antibacteriana contra S. aureus 
ATCC 25923 en comparación con el péptido control. Los péptidos que presentaron la mayor 
actividad fueron [Oxo]-Ahx-RRWQWR, y [Fc]-Ahx-RRWQWR con valores de MIC de 39 y 37 µM 
respectivamente, sugiriendo que estos péptidos presentan actividad antibacteriana contra ambas 
cepas una Gram positiva y otra Gram negativa.  
 
2.2.2. Péptidos funcionalizados de la familia RWQWRWQWR 
 
Los péptidos conjugados que contienen la secuencia palindrómica RWQWRWQWR presentaron 
menor actividad antibacteriana contra E. coli ATCC 25922, que el péptido control con excepción del 
péptido [Oxo]-Ahx-RWQWRWQWR que presentó valor de MIC = 7 µM. Este péptido fue el que 
presentó la mayor actividad antibacteriana contra esta cepa cuando se compara con la actividad 
antibacteriana de todos los péptidos evaluados en este trabajo. Por otra parte, se debe resaltar 
que el péptido control es un péptido promisorio ya que este ha presentado alta actividad 
antibacteriana contra cepas Gram positivas y Gram negativas. De esta manera, se evidencia que la 
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conjugación de esta secuencia con el antibiótico Oxo le confiere mayor actividad antibacteriana 
frente a esta cepa. 
Los ensayos de actividad antibacteriana en S. aureus ATCC 25923 muestran que el péptido control 
RWQWRWQWR no presentó actividad antibacteriana a las concentraciones evaluadas, mientras 
que todos los péptidos funcionalizados presentaron mayor actividad antibacteriana destacándose 
[Ahx]-RRWQWR y [Caf]-Ahx-RRWQWR con valores de MIC de 16 y 28 µM. En este caso podemos 
establecer que la conjugación de la secuencia palindrómica potencia la actividad antibacteriana 
contra S. aureus ATCC 25923, lo que nos permite afirmar que se cumplió para este caso la hipótesis 
planteada en este trabajo. 
 
2.2.3. Péptidos funcionalizados de la familia RLLR 
 
Los péptidos conjugados que contienen la secuencia RLLR presentaron similar actividad 
antibacteriana contra E. coli ATCC 25922 que el péptido control, con excepción del péptido [Oxo]-
Ahx-RLLR que presentó una MIC de 110 µM. Mientras que los péptidos [Oxo]-Ahx-RLLR y [Caf]-Ahx-
RRWQWR presentaron mayor actividad contra S. aureus ATCC 25923 que el péptido control, siendo 
el péptido [Oxo]-Ahx-RLLR el de mayor actividad antibacteriana en las dos cepas evaluadas. La 
conjugación de la secuencia RLLR con el antibiótico ácido Oxolínico potencia la actividad 
antibacteriana contra ambas cepas lo que concuerda con la hipótesis planteada. 
 
2.2.4. Péptidos funcionalizados de la familia RLLRRLLR 
 
Los péptidos funcionalizados con Fc, Caf, Fer y Oxo, que contienen la secuencia palindrómica 
RLLRRLLR presentaron mayor actividad antibacteriana contra E. coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC 
25923 que el péptido control. Es importante resaltar que los péptidos [Oxo]-Ahx-RLLRRLLR y [Fer]-
Ahx-RLLRRLLR presentaron la mayor actividad contra ambas cepas. Para esta familia la inclusión de 
Fc, Oxo, Caf o Fer potenció la actividad antibacteriana lo que estaría en concordancia con la 




Los péptidos funcionalizados con Ahx y Fc también fueron evaluados frente a la cepa E. faecalis 
ATCC 29212 y P. aeruginosa ATCC 27853 y los resultados de la actividad antibacteriana se muestran 
en la tabla 4. 
 
Tabla 4. Actividad antibacteriana frente a E. faecalis ATCC 29212 y P. aeruginosa ATCC 27853 de 
los péptidos sintetizados. MIC y MBC en µM. 
  E. faecalis ATCC 29212 P. aeruginosa ATCC 27853 
Péptido MIC/MBC  MIC/MBC  
LfcinB (20-25) >203/>203  203/>203 
[Ahx]-LfcinB (20-25) >182/>182 >182/>182 
[Fc]-Ahx-LfcinB (20-25) >153/>153 >153/>153 
LfcinB (21-25)Pal 67/67 67/135 
[Ahx]-LfcinB (21-25)Pal 16/16 63/>125 
[Fc]-Ahx-LfcinB (21-25)Pal 110/110 >110/>110 
Buf (32-35) >360/>360 >360/>360 
[Ahx]-Buf (32-35) >299/>299 >299/>299 
[Fc]-Ahx-Buf (32-35) >227/>227 >227/>227 
Buf (32-35)Pal >183/>183 183/>183 
[Ahx]-Buf (32-35)Pal >166/>166 166/166 
[Fc]-Ahx-Buf (32-35)Pal >141/>141 141/>141 
 
Los resultados muestran que el péptido [Ahx]-RWQWRWQWR presentó la mayor actividad en 
ambas cepas E. faecalis ATCC 29212 y P. aeruginosa ATCC 27853. Lo que evidencia que la 
funcionalización de esta secuencia palindrómica potencia la actividad antibacteriana contra estas 
cepas acorde con la hipótesis planteada. 
 
Los resultados en forma global muestran que la conjugación de los péptidos con Fc, Fer y Caf 
permitieron obtener moléculas con mayor actividad antibacteriana que los péptidos control y las 
moléculas individuales, lo que nos permite sugerir que la conjugación es una alternativa exitosa 
para el diseño de moléculas con actividad antibacteriana. Además, los resultados sugieren que la 
incorporación del antibiótico Oxo confiere actividad antibacteriana a las secuencias y se identificó 
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una molécula promisoria [Oxo]-Ahx-RWQWRWQWR la cual presentó actividad antibacteriana en 
el mismo orden que el antibiótico contra la cepa de E. coli evaluada. 
 
 
En resumen, en este trabajo se evidenció: 
 
A través de la Síntesis de Péptidos en Fase Sólida (SPPS) usando la estrategia Fmoc/tBu se lograron 
obtener péptidos que contienen las secuencias derivadas de la LfcinB (RRWQWR y RWQWRWQWR) 
y Buf (RLLR y RLLRRLLR), los cuales fueron funcionalizados en el extremo N terminal con moléculas 
de origen no protéico como el Ahx, Fc, Caf, Fer y Oxo, con el objetivo de potenciar la actividad 
antibacteriana de estas secuencias.  
La funcionalización consistió en la conjugación de dos compuestos con actividad antibacteriana y 
características químicas diferentes, los PAMs y otras moléculas no peptídicas, la cual se propuso a 
través de uniones covalentes. Para conseguirlo, fue necesario evaluar la viabilidad sintética y se 
logró la funcionalización de los péptidos en el extremo N-terminal de cada secuencia mediante la 
formación de un enlace amida, con excepción de la conjugación de la Jug donde la unión se realizó 
mediante una reacción de adición de Michael en solución después de la síntesis del péptido.  
 
Gracias a lo anterior, se lograron obtener 24 péptidos (20 funcionalizados) que fueron purificados 
mediante RP-SPE, caracterizados por RP-HPLC y espectrometría de masas MALDI-TOF. Se evaluó la 
actividad antibacteriana de los péptidos contra dos cepas bacterianas E. coli ATCC 25922 y S.aureus 
ATCC 25923 mediante la determinación de la MIC y MBC, encontrándose que algunos de los 
péptidos funcionalizados presentaron mayor actividad antibacteriana en comparación con los 
péptidos control. Se evidencia que la actividad antibacteriana de los péptidos conjugados se ve 
afectada por (i) la secuencia y (ii) la molécula conjugada. Además, se observa que en algunos casos 
la conjugación incrementó la actividad antibacteriana contra una cepa específica, mientras que 
otros péptidos conjugados presentaron mayor actividad antibacteriana contra ambas cepas. Lo 
anterior nos permite sugerir que se identificaron péptidos promisorios con alta actividad 
antibacteriana contra una cepa específica y/o contra ambas cepas siendo una Gram positiva y la 





Este trabajo permitió identificar péptidos que presentaron significativa actividad antibacteriana 
contra  
(i) E. coli ATCC 25922 únicamente (Tabla 5) 
 
Tabla 5. Péptidos identificados con actividad significativa frente a E. coli ATCC 25922. MIC y MBC 
en µM. 
  E. coli ATCC 25922 
Péptido MIC/MBC 
[Fc]-Ahx-LfcinB (20-25) 76/76 
[Caf]-Ahx-LfcinB (20-25) 79/159 
LfcinB (21-25)Pal 17/34 
 
(ii) S. aureus ATCC 25923 únicamente (Tabla 6) 
 
Tabla 6. Péptidos identificados con actividad significativa frente a S. aureus ATCC 25923. MIC y 
MBC en µM. 
  S. aureus ATCC 25923 
Péptido MIC/MBC  
[Fer]-Ahx-LfcinB (20-25) 39/78 
[Fer]-Ahx-LfcinB (21-25)Pal 56/113 
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(iii) contra ambas cepas (E. coli ATCC 25922 y S. aureus ATCC 25923) (Tabla 7) 
 
Tabla 7. Péptidos identificados con actividad significativa frente a E. coli ATCC 25922 y S. aureus 
ATCC 25923. MIC y MBC en µM. 
  E. coli ATCC 25922 S. aureus ATCC 25923 
Péptido MIC/MBC MIC/MBC  
[Oxo]-Ahx-LfcinB (20-25) 75/149 37/149 
[Ahx]-LfcinB (21-25)Pal 63/63 16/16 
[Caf]-Ahx-LfcinB (21-25)Pal 57/57 28/114 
[Oxo]-Ahx-LfcinB (21-25)Pal 7/7 54/109 
[Oxo]-Ahx-Buf (32-35) 110/110 27/27 
[Fc]-Ahx-Buf (32-35)Pal 70/141 35/70 
[Caf]-Ahx-Buf (32-35)Pal 37/73 73/146 
[Fer]-Ahx-Buf (32-35)Pal 36/72 36/72 
[Oxo]-Ahx-Buf (32-35)Pal 34/69 17/17 
 
Los resultados sugieren que la actividad antibacteriana de los péptidos funcionalizados depende 
principalmente de las propiedades fisicoquímicas de los péptidos como la longitud, secuencia, 
carga y estructura, que son afectadas con la funcionalización. De esta forma, se señala que los 
péptidos funcionalizados identificados en este trabajo pueden ser considerados como moléculas 
prometedoras para ser incluidos en estudios para el desarrollo de nuevos fármacos 
antibacterianos. 
Los resultados obtenidos en este trabajo permiten sugerir que la conjugación de secuencias 
derivadas de PAMs con moléculas de origen no proteico y con comprobada actividad 
antibacteriana es una estrategia versátil y novedosa, que permitió identificar nuevas moléculas con 
actividad antibacteriana contra E. coli ATCC 25922, otras moléculas con actividad antibacteriana 
contra S. aureus ATCC 25923 y moléculas con actividad antibacteriana contra ambas cepas. Es 
importante resaltar que se lograron identificar 12 péptidos funcionalizados que presentaron 
actividad antibacteriana contra S. aureus ATCC 25923, esto es importante debido a que en trabajos 
anteriores realizados por nosotros no se habían obtenido péptidos con actividad significativa 
contra esta cepa, lo que evidencia que la estrategia de funcionalización realizada en este trabajo 
68  
 
es una metodología viable para obtener moléculas promisorias que puedan ser consideradas para 






Se lograron funcionalizar péptidos derivados de la LfcinB y Buf que incluyen las secuencias: RLLR, 
RLLRRLLR, RRWQWR y RWQWRWQWR. La funcionalización consistió en la conjugación de dos 
compuestos con actividad antibacteriana y características químicas diferentes, los PAMs y otras 
moléculas orgánicas no peptídicas como (i) Aminoácidos no naturales: Ácido 6-aminohexanoico, 
(ii) Compuestos Organometálicos: Fc y OrgSn, (iii) Fitoquímicos: Jug, (iv) Antioxidantes: Caf y Fer y 
(v) Antibióticos: Oxo. 
 
Los métodos de síntesis, purificación y caracterización efectuados fueron adecuados en la 
obtención de los péptidos funcionalizados. Lo anterior, permite sugerir que la síntesis de péptidos 
funcionalizados es viable y abre la posibilidad de introducir otras moléculas a las secuencias 
peptídicas para mejorar su actividad. 
 
Los péptidos funcionalizados exhibieron mayor actividad antibacteriana en comparación con los 
péptidos originales frente a cepas Gram positivas y Gram negativas. Lo anterior permite concluir 
que la funcionalización de péptidos es un mecanismo útil para potenciar la actividad antibacteriana.  
 
Particularmente, los péptidos funcionalizados con Oxo presentaron la mayor actividad frente a los 
dos tipos de bacterias. Así mismo, se evidenció una mejora en la actividad antibacteriana 
principalmente sobre las secuencias peptídicas palindrómicas. 
 
Gracias a lo anterior, se considera que este trabajo constituye un aporte en el diseño, desarrollo y 
obtención de moléculas innovadoras basadas en PAMs que permitió la identificación de péptidos 
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Anexo 1: Síntesis y caracterización de los 
péptidos 
En el presente anexo se muestra para cada péptido obtenido y descrito en la Tabla anexo 8, su 
estructura, secuencia de aminoácidos (sección A), comportamiento de la síntesis (sección B), 
caracterización del péptido por RP-HPLC (sección C) y espectro de masas MALDI-TOF (sección D). 
 
Tabla anexo 8: Péptidos derivados de Buf y LfcinB diseñados, sintetizados, purificados y 
caracterizados. 
Molécula Péptido Secuencia Página 
 LfcinB (20-25) RRWQWR 79 
 LfcinB (21-25)Pal RWQWRWQWR 80 
 
Buf (32-35) RLLR 81 
  Buf (32-35)Pal RLLRRLLR 82 
 [Ahx]-LfcinB (20-25) Ahx-RRWQWR 83 
Ácido 6-aminohexanoico 
[Ahx]-LfcinB (21-25)Pal Ahx-RWQWRWQWR 84 
[Ahx]-Buf (32-35) Ahx-RLLR 85 
  [Ahx]-Buf (32-35)Pal Ahx-RLLRRLLR 86 
 [Fc]-Ahx-LfcinB (20-25) Fc-Ahx-RRWQWR 87 
Ferroceno 
[Fc]-Ahx-LfcinB (21-25)Pal Fc-Ahx-RWQWRWQWR 88 
[Fc]-Ahx-Buf (32-35) Fc-Ahx-RLLR 89 
  [Fc]-Ahx-Buf (32-35)Pal Fc-Ahx-RLLRRLLR 90 
Organotin IV [Sn]-Ahx-LfcinB (20-25) OrgSn-Ahx-RRWQWR 91 
 [Caf]-Ahx-LfcinB (20-25) Caf-Ahx-RRWQWR 92 
Ácido Caféico 
[Caf]-Ahx-LfcinB (21-25)Pal Caf-Ahx-RWQWRWQWR 93 
[Caf]-Ahx-Buf (32-35) Caf-Ahx-RLLR 94 
  [Caf]-Ahx-Buf (32-35)Pal Caf-Ahx-RLLRRLLR 95 
 [Fer]-Ahx-LfcinB (20-25) Fer-Ahx-RRWQWR 96 
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Molécula Péptido Secuencia Página 
Ácido Ferúlico 
[Fer]-Ahx-LfcinB (21-25)Pal Fer-Ahx-RWQWRWQWR 97 
[Fer]-Ahx-Buf (32-35) Fer-Ahx-RLLR 98 
  [Fer]-Ahx-Buf (32-35)Pal Fer-Ahx-RLLRRLLR 99 
 [Oxo]-Ahx-LfcinB (20-25) Oxo-Ahx-RRWQWR 100 
Ácido Oxolínico 
[Oxo]-Ahx-LfcinB (21-25)Pal Oxo-Ahx-RWQWRWQWR 101 
[Oxo]-Ahx-Buf (32-35) Oxo-Ahx-RLLR 102 
  [Oxo]-Ahx-Buf (32-35)Pal Oxo-Ahx-RLLRRLLR 103 
 




















































































































Anexo 2: Mecanismos de reacción 
asociados 
Los mecanismos de reacción asociados a la síntesis de péptidos en fase sólida empleando la 
estrategia Fmoc/tBu incluyen (i) La remoción del grupo Fmoc de la resina y de los aminoácidos que 
se van incorporando a la secuencia peptídica, (ii) La activación del aminoácido por formación de un 
éster y (iii) El acople del aminoácido activado en la secuencia peptídica. Se incluye (iv) la reacción 
del test de Kaiser utilizada en el monitoreo de la desprotección y el acople. 
 







(ii) Activación del Aminoácido 
 
 
(iii) Acople del aminoácido 
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Mecanismo de Reacción propuesto entre la L-Cisteína y la juglona 
 
 
 
